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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O uso de plantas medicinais, e suas formas derivadas constituiram durante séculos a
base da terapia generalizada das doengas. Porém, com a evolugdo da quimica e as aplicagdes da
quimica organica, a partir deste século, modificou-se o uso das plantas medicinais bem como de
seus preparados, passou-se entdo a utilizar as moléculas ativas nelas contidas chegando-se a

reproduzir artificialmente a substéncia ativa isolada.

Atualmente os principais obstdculos ao uso universal dos medicamentos
industrializados s3o: o custo elevado das pesquisas, o elevado custo da fabricagdo propriamente
dita e o alto nivel tecnologico exigido neste processo. Além disto, cita-se que a facilidade de
acesso a estes quimioterapicos, tem contribuido para o uso excessivo dos mesmos causando

doengas medicamentosas.

Assim, as plantas medicinais passaram novamente a ser consideradas recurso
terapéutico viavel. Estimativas da Organizagdo Mundial da Satde (OMS), relatam que cerca de
80% da populagio dos paises em desenvolvimento fazem uso de algum tipo de medicina
tradicional para cuidados basicos de saiide e 85% destes envolvem o uso de plantas (Farnworth e

Soerjato, 1985, citados por Clemente Filha, 1996); por esta razio recomendou aos paises



membros que desenvolvessem pesquisas visando a utilizagdo da flora nacional com proposito
terapéutico. Em 1981, o Ministério da Saude do Brasil baixou as “Diretrizes e Propriedades de
Investigagdo em Saude”, onde esta incluido o estudo das plantas medicinais (Scheffer, 1991).
Esta resolugdo condiciona o uso das plantas medicinais ao estudo aprofundado do ponto de vista
fisiologico, fitotécnico, taxonémico, antropolégico, farmacolégico e quimico, abrindo um campo

de trabalho de alta relevancia no Brasil, embora ainda incipiente.

Com 30% das florestas tropicais do planeta, o Brasil tem uma natureza privilegiada,
onde centenas de espécies medicinais que popularmente sdo utilizadas no tratamento de insOnias,
diarréias, gastrites, ulceras, hipertensdo, rins, inflamag¢Ges, sio nativas. Baseada nestas
informagdes a Central de Medicamentos (CEME) iniciou em 1982 um programa multidisciplinar e
interinstitucional de pesquisas com centenas de plantas medicinais, exéticas e nativas; incluindo os
quebra-pedras. Baseado nisso foram selecionadas as espécies Phyllanthus niruri L. e Phyllanthus

corcovadensis Muell Arg. (quebra-pedras), espécies nativas em vérias regides do pais.

L1 Caracterizaciio geral das espécies

A familia Euphorbiaceae engloba cerca de 7.500 espécies amplamente distribuidas em

varias regides do Brasil, agrupadas em aproximadamente 300 géneros. Dentro deste grupo estio



incluidas espécies medicinais, ornamentais, de emprego industrial e de uso alimentar.
As espécies mais conhecidas sdo a mamona, Ricinus comunis L ;, a seringueira da Amazonia,

Hevea brasiliensis (Kunth.) Muell. Arg. e a mandioca, Manihot esculenta Grantz (Joly, 1993).

Apesar das espécies do género Phyllanthus serem conhecidas ha a algum tempo,
muitas ainda ndo estdo bem definidas, devido ao fato de serem morfologicamente muito

semelhantes, o que dificulta a sua identificagdo (Bacchi, 1984).

Pio Corréa (1984a e b) cita como erva-pombinha e quebra-pedras varias espécies do
género Phyllanthus, entre as quais: Phyllanthus acutifolius Spreng., Phyllanthus diffusus Klotz.,
Phyllanthus lathyroides Muell. Arg., Phyllanthus niruri L, Phyllanthus tenellus Roxb. (sin.:

Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg.; segundo Unander, Webster e Blumberg ,1992).

Bacchi (1984) refere-se as espécies do génerc; Phyllanthus como tendo porte
herbaceo; altura entre 10-50cm; ramificagdes filantoides deciduas, com aproximadamente 10 a
25 folhas; lamina foliar membranicea, eliptica a obovada, aguda ou obtusa na extremidade,
aguda ou arredondada na base, com 6 a 25 mm de comprimento; cimulas proximais com 2 a 3
flores masculinas, com aproximadamente 3,0 mm de didmetro, com 5 a 6 segmentos de disco
nectario, carnosos, papiloso, com 3 estames soldados até a metade; e 3 a 7 flores femininas, com
aproximadamente 4,0 mm de didmetro, disco pateliforme; ovario tricarpelar, liso; estiletes livres
ou unidos na base, bifidos; o fruto é uma capsula de aproximadamente 3,5 mm de didmetro; com

sementes papilosas.



1.2 Atividade medicinal

No género Phyllanthus ja foram identificados taninos: phyllanthusiin D (Foo e Wong,
1992), acido amarinico (Foo, 1995); triterpenos: A-friedooleanane (Matsunaga et al., 1993) e
(Miguel et al., 1995); outros compostos fenolicos (Miguel et al., 1995); esterdis: stigmasterol, -
sitosterol (Santos et al., 1995); lignanas: phyllanthostatin A (Bachmann, Ghia e Torssell, 1993),
phyllamyricins A, B, C (Lin, Lee e Liu, 1995), phyllanthin e hypophyllanthin
(Somanabandhu,Nitayangkura e Mahidol, 1993); lactonas: menisdaurilide, aquilegiolide

(Bachmann, Ghia e Torssell, 1993); e alcaléide: phyllanthimide (Tempesta et al., 1988).

Na espécie Phyllanthus niruri L., foram identificados as lignanas: nirphyllin,
phyllnirurin (Singh, Agrawal e Thakur, 1989), niranthin, phyllanthin, nirtetralin, phyltetralin,
lintetralin (Schneiders e Stevenson, 1982), isolintetralin, hinokinin, hypophyllanthin (Row,
Satyanarayana e Srinivasulu, 1970), (Rao e Bramley, 1971), e (Huang, Chen e Ou, 1992),
niruriside (Qian-Cutrone et al, 1996); compostos fenélicos: acido gélico; epicatechina;
gallacatechina; epigallocatechina; epicatechina 3-0-gallate e epigallocatechina 3-0-gallate
(Ishimaru et al., 1992); e os alcaléides: norsecurinine, e seu enantidmero ent-norsecirinine (Joshi,

et al., 1986).

Estes compostos conferiram atividades hepatoprotetivas em coelhos (Bhaumik e Sharma, 1994),
inibiram a formag&o de vasos constritores no homem (Hussain et al., 1995), inibiram o virus de

hepatite B em marmota e pato (Thyagarajan et al, 1988), inibiram a ligagdo



w

entre o virus HIV com a proteina VER (Qian-Cutrone et al., 1996), e possui ainda atividades

analgésicas em ratos (Santos et al., 1995).

1.2 OBJETIVO GERAL

Tendo em vista os argumentos expostos até 0 momento € & caréncia de estudos sobre
0s diferen;_es componentes que constituem o sistema de produgdo do Phyllanthus niruri L. e
Phyllanthus  corcovadensis Muell. Arg., objetivou-se no presente trabalho analisar o
comportamento “in vivo™” e “in vitro” de ambas espécies e ainda estudar as exigéncias nutricionais
da espécie Phyllanthus niruri L., verificando-se a variagdo dos alcaléides totais em funcdo da

nutrigdo.
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RESUMO

BECKER, Laura. Propagaciio vegetativa in vivo de Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg. e
in vitro, indugio de calos, nutrigio, extracio e quantificacio de alcaldides na espécie
Phyllanthus niruri L.‘ (quebra-pedras). Lavras: UFLA, 1997. 96p. (Dissertagio - Mestrado
em Fisiologia Vegetal) .

Devido a caréncia de estudos das espécies Phyllanthus niruri L. e Phyllanthus
corcovadensis Muell Arg., realizou-se um estudo com microestacas de P. corcovadensis Muell.
Arg. Conclui-se que; embora as concentragdes 3,048 e 9,144 mM de AIB tenham proporcinado
maior numero de brotagdes, bem como maior peso da matéria seca de raizes e brotagGes; os
controles apresentaram boa formagdo radicular e brotagdes, aos 60 dias. No segundo experimento,
realizado em casa de vegetagdo, utilizou-se como substrato Cambissolo Alico, oriundo do
municipio de Nazareno - MG para o estudo dos efeitos da calagem e adubagdo nitrogenada sobre
a espécie P. niruri L. Esta espécie mostrou-se responsiva a calagem e fertilizagdo nitrogenada. A
propagagdo “in vitro” consistiu da indugdo e manutengdo de calos, e multiplicagdo da espécie

- Phyllanthus niruri L. Com relagio a induggo de calos, os melhores resultados foram obtidos na

presenga de luz e com a utilizagio de ANA (1,34 uM) e AIB (4,92 e 2,46 uM). Entretanto os

* Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto. Membros da Banca: Maria das Gragas Cardoso
e Antdnio Eduardo Furtini Neto.
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melhores tratamentos quando os calos foram induzidos com TDZ, foram na concentragio 4,54
uM, quando mantidos em meio acrescido de ANA ou AIB. No segundo experimento de inducio
de calos o melhor resultado obtido foi na concentragdo 4,92 uM de AIB em combinagio com 0,0
uM de ANA. No terceiro experimento embora a concentragdo de sais do meio de cultura MS
tenha sido considerada inadequada, o maior namero de brotagdes ocorreu na concentragdo 0,57

MM de TDZ em média com 5,0 brotos por explante, na forma de roseta.



ABSTRACT

In vivo vegetative propagation of Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg., and in vitro callus
induction, nutrition, extraction and quantification of alkaloids in the specie Phyllanthus
niruri L. (quebra-pedras).

Due to the lack of studies on species Phyllanthus niruri L. and Phyllanthus corcovadensis
Muell. Arg., a study was conducted by utilizing microcuttings of Phyllanthus corcovadensis
Muell. Arg. It was found that although the concentration of 3,048 and 9,144 mM AIB have
yielded highest number of sprouting, as the greatest weight of the dry matter of roots and
sprouting, the controls both with and without water presented good formation of the root system
and aerial part at 60 days. In the second experiment accomplished in the greenhouse, in Allic
Cambisol, coming from the city of Nazareno - MG was utilized for the studies of liming and
nitrogenous fertilization of the species P. niruri L. This species proved responsive to both liming
and nitrogenous fertilization. In vitro propagation consisted of induction, callus maintenance and
multiplication of the species P. niruri L. As regards callus induction, the best results were obtained
in the presence of light and with use of NAA (1,34 uM) and AIB (4,92 and 2,46 uM). However,
the best treatments were those induced by TDZ, specially at the concentration of 4,54 1M, when
maintained in a medium added either of NNA or IBA. In the second experiment of callus
induction, the best result was at the concentration 4,92 uM of AIB and with combination 0,0 pM

of NAA. While in the third experiment, the salt concentration in the MS culture was considered
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unsinkable, meanwhile the greatest number of sprouting occurred at the concentration of 0,57 uM

TDZ, on the average, with 5,0 sprouts per explant, as rosette.
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CAPITULO I

ENRAIZAMENTO DE MICROESTACAS DE QUEBRA-PEDRA

( Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg.) IN VIVO

RESUMO

As microestacas de Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg. foram coletadas de plantas
matrizes aclimatadas na casa de vegetagio do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). As bases das microestacas que possuiam 5,0 ¢cm de comprimento e
pelo menos uma gema axilar, foram submersas em solugdo contendo 3,048; 9,144; 27,432; e
82,296 mM de AIB (4cido indolbutirico) € um controle umido, por 60 minutos. Posteriormente as
microestacas foram colocadas em bandejas de isopor contendo areia como substrato, as quais
ficaram sob nebulizagdo intermitente e 50% de sombreamento em casa de vegetagdo. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) num fatorial de 5 x 2, sendo 4
concentragbes de AIB, um controle imido e dois tempos de avaliagbes, com 5 repeti¢des e 4
microestacas por repeti¢do. As caracteristicas avaliadas foram: numero de raizes, numero de
brotagdes, peso seco do sistema radicular e brotagdes aos 30 e 60 dias. Os resultados mostraram
que a melhor época para a estabilizagio definitiva das microestacas foi apos 30 dias, se for

utilizado regulador de crescimento na concentragio de 3,048 mM de AIB na indugdo do



11

enraizamento. Apos 60 dias os resultados dos tratamentos controle com agua; 3,048 e
9,144 mM de AIB ndo diferiram estatisticamente entre si podendo, portanto, utilizar regulador de
crescimento nestas concentrages, ou apenas mergulhar a base das microestacas na agua por 60

minutos para induzir o enraizamento.

2.1. REFERENCIAL TEORICO
2.1.1 Bases morfolégicas do enraizamento

A propagagéo vegetativa € usada para produzir plantas idénticas a planta matriz, isto
pode ser explicado devido ao fato das células possuirem duas caracteristicas: a totipoténcia, ou
seja, as células contem em seus nucleos informagdes genéticas necessarias para reproduzir parte
da planta ou a planta inteira; e a desdiferenciagdo, que ¢ a capacidade das células diferenciadas
retornarem a condi¢do meristematica e desenvolverem uma nova fase de crescimento (Hartmann,
Kester; Davies Jr., 1990).

A propagacdo vegetativa por meio do uso de estacas é uma técnica agronOmica antiga
embora ainda muito empregada devido a simplicidade, rapidez com que pode ser executada e
uniformidade dos individuos obtidos (Mitchell e Marth, 1950). Por isso, muitas espécies
ornamentais como certas variedades de roseiras, dalias, geranio, camélias, etc., bem como algumas
frutiferas tais como, a oliveira e a videira, sio economicamente propégadas por esse processo
(Rubia, 1965). No entanto, a capacidade de enraizamento de algumas espécies ¢é inferior devido

principalmente a componentes bioquimicos da propria planta, como também as condigdes
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ambientais a que sdo submetidas (Deschamps,1993). Segundo Haissing (1986), as diferencas na
capacidade de enraizamento sdo devido a fatores genéticos e atividade de enzimas especificas.

A formacdo de raizes adventicias em estacas inicia-se a partir de um grupo de células
denominadas células iniciadoras de raizes, as quais possuem niicleos grandes, centralizados e
pequenos vaciiolos. O meristema secundério sofre divisSes mitoticas formando esses pequenos
conjuntos de células que continuam a se dividir, diferenciando-se e formando os primérdios
radiculares que ligam seus vasos vasculares aos vasos vasculares adjacentes existentes na planta.
Em seguida, por crescimento, o primordio atravessa o cortex e emerge na epiderme, constituindo

a nova raiz (Hartmann e Kester, 1983; Lovell e White, 1986).

Em plantas arboreas, as raizes adventicias geralmente originam-se na regido cambial,
floematica e xilematica, e os primérdios radiculares desenvolvem-se logo abaixo do primeiro

nodulo ou na base da estaca (Lovell e White, 1986).

Nas plantas herbaceas as raizes adventicias geralmente originam-se entre os feixes
vasculares, sendo que o tecido envolvido varia de acordo com a especie, por exemplo, em tomate
e abobora as raizes adventicias surgem no floema parenquimatico, em Coleus sp originam-se no

periciclo (Hartmann, Kester e Davies Jr.,1990; Lovell e White, 1986).

2.1.2 Bases fisiologicas do enraizamento

Apesar da teoria de que todas as plantas superiores tém a totipoténcia celular, em
algumas espécies a capacidade de enraizamento ndo se expressa (Haissing, 1986). Por isso as

plantas podem ser divididas em trés classes em relagdo ao enraizamento: plantas em que os tecidos



fornecem todas as substdncias essenciais ao enraizamento, inclusive auxina, ocorrendo rapida
formagdo de raiz. Plantas em que os co-fatores (carboidratos;, compostos nitrogenados incluindo
amino-jcidos e enzimas; compostos fenolicos tais como: acido caféico, catecol, e acido
clorogénico; vitaminas e compostos inorganicos) estio presentes, mas as auxinas sio limitantes,
necessitando assim o suplemento de auxinas exdgenas para o aumento do enraizamento. E plantas
em que um ou mais co-fatores estdo ausentes, podendo haver falta ou nio de auxinas, onde
mesmo com a adi¢do de auxina exogena pode ou ndo haver resposta (Hartmann, Kester e Davies
Jr., 1990).

Segundo Pasqualetto (1995), a maioria das espécies respondem positivamente ao
tratamento com auxina. Contudo, os beneficios de tratamento com auxinas podem ser evidentes
mesmo nas espécies que enraizam na sua auséncia, quer seja aumentando a porcentagem de
enraizamento antecipando a indugdo, ou aumentando o mimero, qualidade e uniformidade das

raizes (Blazich,1988 e Hartmann, Kester e Davies Jr., 1990).

Gaspar e Hofinger (1988) especificam em seus trabalhos auxinas naturais e sintéticas
que promovem o enraizamento. Isto, pode ser atribuido a uma variagiio no conteudo de auxinas

enddgenas livres e conjugadas durante o enraizamento.

Nas plantas, o composto natural com atividade auxinica é o AIA, o qual pode ocorrer
tanto na forma livre como conjugada. Sachs (1882); Bouillenne ¢ Went (1933) citados por Weaver
(1972) postularam que alguma substincia presente nas folhas, gemas e cotilédones que
translocava-se para a base das plantas era responsavel pela indugio do enraizamento. Logo apds,
em 1935 pesquisadores sintetizaram o AIA e comprovaram sua atividade como promotor de
enraizamento em segmentos de caules. A partir desta descoberta, foram realizados testes com

outros dois analogos, o acido indol butirico (AIB) e 4cido naftaleno acético (ANA) onde
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evidenciou-se que os mesmos possuiam melhor efeito na indu¢do do enraizamento que o AIA
natural (Hartmann, Kester e Davies Jr., 1990). Posteriormente outros compostos tais como, 0 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) foram também incluidos neste
grupo. Estes dois ultimos sdo porém pouco utilizados devido 4 sua instabilidade na luz e por

geralmente estimularem a formagio de calo na base da estaca (Blazich, 1988).

O AIB € a substincia que geralmente produz melhores resultados (Janick,1966;
Weaver,1972), seguida pelo ANA e depois pelo AIA (Weaver,1972; Salisbury e Ross,1992;

Jarvis, 1986).

Ono, Rodrigues e Rodrigues (1992), comparando o efeito de ANA ¢ AIB a 100 e
200 mg L' em estacas de Camellia Japonica L., observaram que os tratamentos com AIB,
independente da concentragdo, apresentaram sempre resultados superiores aos tratamentos com
ANA. Outro teste comparativo envolvendo ANA e AIB foi realizado por Hostalacio, Soares e
Coelho (1977) com mimo de vénus (Hibiscus rosa sinensis), azaléia (Rhododendron 5p) e trés
marias (Bougainvillea spectabilis), sendo que as duas primeiras apresentaram melhor

enraizamento com 200 mg.L™' de AIB, enquanto a terceira foi induzida com 100 mg.L™' de ANA.

As variagdes quanto a eficicia das diversas auxinas s3o determinadas pelas diferentes
bases fisiologicas entre o AJA comparado ao ANA e AIB, atribuidas aos diversos mecanismos
metabolicos que a planta possui para reduzir e/ou anular os efeitos do AIA, através de sua
conjugacdo com outros compostos, ou sua destruicio. Sdo estes processos de anabolismo,
catabolismo e conjugagio do AIA que determinam a sua baixa eficiéncia no enraizamento em

relacdo as outras auxinas (Blazich,1988; e Hartmann, Kester e Davies Jr., 1990).
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Segundo Janick (1966) a presenca de folhas e gemas tem grande influéncia no
enraizamento de estacas de caule. Entretanto em muitas espécies o efeito das gemas deve-se,
principalmente, a4 produgdo de auxina, enquanto que o estimulo provocado pelas folhas esta
relacionado com a produgdo de carboidratos. Em outras espécies, o material de reserva esta
estocado no caule ndo requerendo assim a presenca de folhas, indicando que existem co-fatores

suficientes na estaca para a iniciagdo do enraizamento (Weaver, 1972).

Outros fatores importantes relacionado com a capacidade de enraizamento de um
caule, é o estado nutricional, estagio de desenvolvimento, idade, tipo e localizagio desta estaca na
planta matriz, bem como a época do ano em que a estaca foi coletada e o tipo de indugiio do
enraizamento. O mesmo autor observa que algumas espécies por outro lado podem ter o seu
enraizamento dificultado, ndo por apresentarem baixos niveis de auxina endogena, mas por
apresentarem inibidores de enraizamento. Trabalhos com estacas de videira de dificil enraizamento
mostravam que a lavagem em agua removiam estes inibidores, € promoviam o enraizamento

(Janick, 1966).

Odom e Carpenter (1965) citados por Weaver (1972) relatam a presenga de inibidores
em estacas de Alternathera, Coleus, Chrysanthemum e Geranium as quais mostraram dificuldades

no enraizamento.

2.1.3 Ambiente, dosagem, tempo de exposicio e veiculo para o enraizamento

Diferentes técnicas tem sido utilizadas nas aplica¢des de auxinas, tais como mistura de

talco e auxina, além de imersdo em solugdes diluidas e concentradas.
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FormulagGes contendo misturas de talco e auxina sdo disponiveis no mercado e sio de
facil aplicagdo, porém, promovem resultados desuniformes e elevam os custos quando aplicado a

grande quantidade de estacas.

O uso de solugdes diluidas de auxinas ¢ feito pela imersdo da parte basal das estacas,
nas mesmas, variando o tempo de imersdo de acordo com a concentra¢io da solugdo utilizada.
Esta técnica € no entanto pouco utilizadas por ser um processo demorado e onde a absor¢do da

solu¢do ¢ altamente influenciada pelas condigdes de ambiente.

O método mais utilizado € a imersdo rapida de estacas em solugdes concentradas de
auxinas, o qual apresenta as vantagens de ser econémico, de uso facil e rapido, além de apresentar

resultados uniformes (Blazich, 1988).

A fitotoxidez das auxinas foi observada por Deschamps (1993) em estacas de sarandi
(Sebastiania schottiana Muell. Arg.) apés imersdo em solu¢do durante 24 horas, em todas as
concentragGes de AIB testadas (1,2; 2,5; 4,9 e 9,8 mM), sendo que utilizando-se o tempo de
imers3o de seis horas a melhor concentragdo foi 4,9 mM de AIB. Sio José et al. (1992), observou
fitotoxidez em estacas de Bixa orellana ap6s imersdo em solugdo contendo 1,97 mM de AlB,

durante doze horas.

De um modo geral, a concentragio 6tima do regulador de crescimento varia com a
natureza da estaca e o tempo de imersdo utilizado. Mitchell e Marth (1950), sugeriram desde 2,5
ppm de AIB por 24 horas para estacas de Chrysanthemum Jrutescens, a 200 ppm de AIA por 6
horas para estacas de Salvia apiana e Impatiens sp. e para estacas de facil enraizamento,

particularmente herbaceas. A concentragio de 10 ppm de AIB por 10 horas, em estacas de Pinus
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densiflora; e 2000 a 12000 ppm de AIB por 5 minutos em estacas de Carya pecan e
Rhododendron mucronulatum, séo indicadas para estacas dificeis de enraizar, como as lenhosas.
Os substratos utilizados também influenciam o enraizamento de estacas (Spurr e
Bamnes, 1973). De acordo com Hartmann, Kester e Davies Jr.(1990) s3o caracteristicas desejaveis
ao substrato: um volume razoavelmente constante quando seco ou umido, capacidade de retengio
de umidade, porosidade para facilitar drenagem e aeragdo, baixo nivel de salinidade e boa

disponibilidade de nutrientes.

O produto comercial Plantimax, uma mistura de vermiculita e casca de Pinus moida,
utilizado juntamente com diferentes proporgdes de areia, solo, bagaco de cana, vermiculita e
himus de minhoca, quando utilizada no enraizamento de mudas de Citrus sinensis (L.) Osbeck cv.
Pera Rio, ndo resultaram em diferengas significativas, de acordo com os trabalhos de Toledo
(1992). Entretanto, a areia foi considerada por Deschamps (1993) como sendo o melhor substrato
para o enraizamento de estacas de Sarandi (Sebastiania schottiana Muell. Arg) em detrimento do
substrato comercial Plantimax, por este apresentar temperaturas mais elevadas, induzindo

brotagdes precoces, antecedendo ao enraizamento (Hartmann; Kester, 1983).

A umidade do ambiente exerce uma grande influéncia no enraizamento de estacas e
segundo Hartmann, Kester e Davies Jr. (1990), a nebulizagio mantém a umidade do ar elevada, e
reduz a temperatura do ar e da estaca. Isto contribuiu para uma diminui¢do na transpiragio e,
consequentemente, na desidratagéo dos tecidos da estaca, mantendo-as vivas até a formagdo das

raizes.

Moore et al. (1975), citado por Andersen (1986) em experimento com Sinapis alba

L., relata que as estacas mantidas em temperaturas de 10 a 13 °C tiveram uma lag fase mais longa,
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enquanto as estacas mantidas em temperaturas de 25 a 30 °C, enraizaram rapidamente. Com
relagdo a luz, Andersen (1986) explica que os resultados sdo controvertidos, variando de acordo

com a espécie estudada.

2.2 OBJETIVO

Procurou-se viabilizar a propagagdo vegetativa da espécie Phyllanthus corcovadensis
Muell. Arg. através da escolha da concentragdo de AIB na solugdo utilizada como pré-tratamento

das microestacas, bem como o melhor tempo de enraizamento

2.3 MATERIAL E METODOS

As microestacas foram coletadas de plantas matrizes aclimatadas em casa de
vegetacdo localizada no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Estas plantas foram identificadas e uma amostra foi colocada sob o n.° ID 84/96, no Laboratorio
de Botanica-Herbario IAN-EMBRAPA-CPATU-Belém-PA, como sendo Phyllanthus

corcovadensis Muell Arg.

As microestacas com 5,0 cm de comprimento e pelo menos uma gema axilar tiveram
suas bases colocadas em agua destilada (testemunha umida) e em solugdes com 3,048; 9,144;
27,432; e 82,296 mM de AIB, segundo Mitchell ¢ Marth (1950), por 60 minutos. Neste periodo

as mesmas foram mantidas em sala com temperatura ambiente e luz natural.
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Apés indugdo dos tratamentos as microestacas foram plantadas 4 uma profundidade de
20mm em bandejas de isopor (com 72 células de' fundo vazado), contendo areia como substrato
(Cunha, 1986; Pasqualetto,1995; Deschamps, 1993 e Rubia, Infonzato e Abreu, 1965). As
bandejas contendo as microestacas permaneceram em casa de vegetagio sob nebulizagio

intermitente (Sampaio, 1982) e 50% de sombreamento (Janick, 1966).

No experimento foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5 x 2, sendo 4 concentragdes de AIB, um controle imido e 2 tempos de avaliaggo (30 e 60

dias). Cada tratamento, foi constituido por cinco repeti¢des de quatro microestacas cada.

Ao final dos periodos de avaliagdo as estacas foram cuidadosamente arrancadas com
auxilio de jato de 4gua, com o objetivo de evitar possiveis danos as raizes e retirar particulas de

areia e outros materiais nelas aderido (Pasqualetto, 1995).

As variaveis avaliadas foram: peso da matéria seca das raizes e parte aérea, niimero de
raizes e brotagSes em cada estaca. A secagem do material para obtengio dos pesos seco foi

realizado em estufa a 70 °C.

As caracteristicas avaliadas foram submetidas a anélise de varidncia pelo programa

SANEST, STATISTICA e analisados por regressio polinomial.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela Figura.]l pode-se observar que todos os tratamentos utilizados promoveram o
enraizamento e formagdo de brotagGes nas estacas, sendo portanto a utilizagdo de microestacas
uma técnica viavel para a propagagdo desta espécie. Estes resultados sdo semelhantes aqueles
encontrados por Sampaio (1982) e Souza (1995) em experimentos realizados com microestacas
de figueira e repolho (familia clonal 800), respectivamente. Estas espécies foram consideradas de
facil enraizamento, por nio ter ocorrido diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos

com e sem AIB.

O maior nimero de raizes/microestacas > 5 mm aos 30 dias foi de 1,75 e ocorreu na
concentragdo de 3,048 mM de AIB (Figura 2). Isto sugere que houve uma antecipago na indugdo
¢ aumento do nimero de raizes com a utilizagdo de baixas concentragdes do regulador de

crescimento. E as concentragdes mais altas inibiram inicialmente a indugdo de raizes.

Aos 60 dias o maior nimero de raizes/microestacas > 5 mm obtido foi de 2,40 e
ocorreu no tratamento controle umido, sugerindo que a 4gua pode ter removido supostos
inibidores de enraizamento (Janick, 1966 e Hartmann, Kester, Davies Jr., 1990). Houve entdo
interagdo significativa entre concentragdes do regulador de crescimento e época de avaliagdo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Cuquel ( 1992) com estacas de crisintemo, na

auséncia de AIB.

Houve também um maior niimero de raizes/microestacas em concentragdes mais altas

(5,144 € 82,296 mM de AIB), indicando que ao longo do tempo os reguladores de crescimento
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foram metabolizados, no inibindo a indugdo do enraizamento (Blazich,1988; e Hartmann, Kester

e Davies Jr., 1990).

FIGURA - 1. Efeito do AIB na formagao do sistema radicular e parte aérea de microestacas de P.
corcovadensis Muell. Arg., aos 60 dias. (A) Ti1. Controle ¢/ agua; T2. 3,048 mM

de AIB; T3. 9,144 mM de AIB e (B) T4. 27,432 mM de AIB, T5. 82,296 mM de
AIB. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA - 2. Efeito das diferentes concentragdes do 4cido indolbutirico (AIB) e dos tempos
avaliados sobre o numero de raizes > 5 mm/ microestacas em Phyllanthus

corcovadensis Muell. Arg. UFLA, Lavras - MG, 1996.

Conforme Figura 3, o peso da matéria seca do sistema radicular (MSSR) foi
influenciado significativamente pelo tempo de avaliagdo, e pelas concentragdes de AIB. Isto
sugere que o regulador de crescimento influenciou na qualidade e uniformidade das raizes
(Blazich, 1988 e Hartmann, Kester, Davies Jr., 1990). Aos 30 dias, a melhor concentragdo para a
MSSR foi 3,048 mM de AIB, sugerindo que neste tratamento, 0 menor numero de raizes
apresentou maior peso de matéria seca, consequentemente, maior didmetro de raizes. Enquanto
que aos 60 dias a melhor concentragdo para MSSR foi 9,144 mM de AIB. Entretanto Pasqualetto

(1995) trabalhando com estacas de soja, obteve o maior peso de matéria seca de raizes na auséncia

de AIB.
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Embora o controle umido tenha apresentado maior niimero de raizes/microestacas (2,4
raiz/microestaca; Figura 2), esses resultados nio foram confirmados no peso da matéria seca de
raiz aos 60 dias (4,64 mg de MSSR; Figura 3). Isto indica que neste tratamento houve indugio de

maior nimero de raizes, porém com didmetros menores.

. @ 30 Dias - Y = 3,3545 - 0,0632x + 0,0009x>
*  |m60 Dias - Y = 52908 - 0,0908x + 0,0008x> 5

Peso da MSSR (mg) - 30 dias
Peso da MSSR (mg) - 60 dias

023 9w za ux
Concentraco de AIB (mM)

FIGURA - 3. Efeito das diferentes concentragdes do acido indolbutirico (AIB) e dos tempos
avaliados sobre o peso da matéria seca do sistema radicular (MSSR) em

Phyllanthus corcovadensis Muell. Arg. UFLA, Lavras - MG, 1996.

As microestacas enraizadas tiveram em todos os tratamentos o desenvolvimento da
parte aérea, todavia, quando avaliadas aos 30 dias ndo houve diferencas estatisticas significativas

entre os tratamentos, embora na concentragdo de 3,048 mM de AIB tenha sido observado maior
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no numero de brotagées > 5 mm na concentragdo. Aos 60 dias essa tendéncia foi confirmada,
sendo que na concentragdo 3,048 mM de AIB ocorreu 1,0 brotagio >5 mm/ microestaca. Ainda
que os pontos estejam um pouco disperso na curva nio permitindo um ajuste mais adequado, a
equagdo de regressdo quadratica pode ser usada para descrever os resultados para as dosagens de
AIB utilizadas (Figura 4). Os resultados diferiram daqueles encontrados por Souza (1995), o qual

trabalhando com repolho, obteve o maior niimero de brotagdes com 125 mg.L™”' de AIB.

Observa-se também, que houve diferenga significativa entre os tempos de avaliagGes,
sendo o maior nimero de brota¢des > 5 mm/ estaca obtido quando foi realizada avaliagbes aos 60

dias.

De acordo com a Figura 3, o peso da matéria seca de raiz nas concentragdes 3.048 e
9,144 mM de AIB foram as maiores aos 60 dias, possivelmente esta melhor qualidade de raiz

tenha influenciado no melhor desenvolvimento das brotagdes destes tratamentos.

O peso da matéria seca das brotagdes (MSB) foi influenciado significativamente pela
interag@o entre o tempo de avaliagdo e concentragdes de AIB (Figura 5). A concentragdo de 3,048
mM de AIB foi a que proporcionou maior ganho de matéria seca na parte aérea das microestacas
aos 30 dias de avaliagdo, sendo responsavel por um acréscimo de 89% em relagdo a média do
controle. Estes dados confirmam a tendéncia do maior niimero de brotagdes > 5 mm na
concentragdo 3,048 mM de AIB, apresentada na Figura 4. Pinheiro, Condé e Pinheiro Filho
(1971) obtiveram resultados semelhantes trabalhando com estacas de figueira, na qual, a melhor

concentragéo foi de 4,064 mM de AIB.
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FIGURA - 4. Efeito das diferentes concentragdes do acido indolbutirico (AIB) e dos tempos

avaliados sobre o numero de brotagdes > 5 mm/estacas de Phyllanthus

corcovadensis Muell. Arg. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA - 5. Efeito das diferentes concentragSes do acido indolbutirico (AIB) e dos tempos

avaliados sobre o peso da matéria seca das brotagdes (MSB) de Phyllanthus

corcovadensis Muell. Arg. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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Todavia, aos 60 dias de avaliagdo este ganho foi somente de 16% na concentragio

9,144 mM de AIB, em relagdo ao controle umido.

2.5 CONCLUSOQOES

Os resultados mostraram que a melhor época para a estabilizagéo definitiva das
microestacas foi apés 30 dias, se for utilizado regulador de crescimento na concentragdo de 3,048
mM de AIB na indugdo do enraizamento. Apés 60 dias os resultados dos tratamentos controle
com agua; 3,048 e 9,144 mM de AIB nio diferiram estatisticamente entre si podendo, portanto,
utilizar regulador de crescimento nestas concentragdes, ou apenas mergulhar a base das

microestacas na agua por 60 minutos para induzir o enraizamento.

O enraizamento de microestacas de quebra-pedra pode ser empregada como um
método alternativo de propagagdo, devido esta espécie ser de facil enraizamento in vivo, podendo
até ser considerado desnecessario o estimulo externo, com regulador de crescimento. E sua
utilizacdo ser vidvel apos selegdo genética no género Phyllanthus e/ou na espécie de material

vegetal com teores mais elevados de alcaldides.
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CAPITULO 1lI

CALAGEM E ADUBACAO NITROGENADA NO CRESCIMENTO E
DESENVOLVIMENTO DO Phyllanthus niruri L. E PRODUGAO DE ALCALOIDES

TOTAIS

RESUMO

Cinco pléntulas de Phyllanthus niruri L. obtidas por meio de germinagio de sementes
foram transplantadas para vasos com capacidade de 3,4 dm’ de solo, tendo como substrato um
Cambissolo Alico, com textura média, do municipio de Nazareno - MG. Foi realizada uma
fertilizagdo basica de macro e micronutrientes, variando apenas as doses de nitrogénio e a
calagem. O experimento consistiu de 5 doses de N ( 0; 30; 60; 100; 150 mg.dm™ de N); 2 niveis
de calagem (sem e com calcario, visando a elevagdo do pH para 6,0), com 6 repetiges. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, arranjado num fatorial de 5 x 2. O

experimento foi conduzido em casa de vegetagio, no qual foram avaliados: altura de plantas, peso
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da matéria seca de raiz, caule e folhas; e efetuadas analises quimicas e fitoquimicas da parte aérea.
O melhor crescimento das plantas em relag3o a altura de plantas; peso da matéria seca de raiz, de
caule, e de folha ocorreu nos tratamentos com calagem. A acidez do solo foi limitante ao
crescimento desta espécie, com prejuizos na absor¢do e actimulo dos macronutrientes. Este
quebra-pedra € portanto uma espécie responsiva a calagem e adubagdo nitrogenada, sendo a
produgdo de alcaléides totais na dose de nitrogénio equivalente a 90% da produgdo maxima de

matéria seca da parte aérea (79,89 mg N.dm™) de 0,676 mg.g™' de MSPA.

3.1 REFERENCIAL TEORICO

Os principios ativos das plantas medicinais podem ser produtos do metabolismo
primarios e/ou secundarios das plantas. Por isso, ha muito tempo sabe-se que tanto a qualidade
quando o teor desses principios ativos s3o afetados pelas condigdes ambientais, como: fertilidade
do solo, pH, umidade, temperatura, qualidade de luz e outros fatores (Unander e Blumberg,
1991). Fliick (1955a) concluiu que o melhor crescimento de Cinchona ledgeriana, bem como o
contetido de alcaloides totais ocorreu quando essa planta foi cultivada em solos com média a alta
umidade. Neste mesmo ano, Fliick (1955b) mostrou que irradiagio com luz ultravioleta por 30
minutos promoveu aumento na percentagem de alcaléides em Datura Stramonium, aumento no
conteudo de 6leo essencial em Mentha crispa, e um consideravel decréscimo na percentagem de
glicosideos em Digitalis purpurea.

Em estudos com espécies produtoras de alcaloides (Amropa belladonna, e Colchicum
autumnale), e espécies produtoras de glicosideos ( Digitalis purpurea € D. ambigua), cultivadas

durante 5 anos em solos naturais; Burmann (1915) citado por Fliick (1955a) observou variagdes
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anuais no conteudo do principio ativo destas espécies, os quais foram dependentes das variagGes
anuais médias da temperatura, mostrando assim o efeito das condigdes climaticas no principio

ativo das espécies.

3.1.1 Relacio da nutri¢cio mineral de plantas com a producio de metabélitos secundirios

Os solos acidos geralmente sdo deficientes em N, P, Ca, e Mo; contudo, na maioria
das vézes, a deficiéncia nestes elementos afeta menos as plantas que o efeito toxico relacionado a
presenca do Al.

Os primeiros sintomas das plantas em presenga de altos niveis de Al na solugio do
solo sdo restrigdes ao crescimento da raiz e parte aérea, pelo fato da divisio e elongagdo celular
serem drasticamente afetadas. (Reding e Taylor, 1989).

Foy (1975) relata que em algumas plantas os sintomas de toxicidade do Al
assemelham-se a deficiéncia de P onde ocorre atrofia total da planta, folhas pequenas com
coloragdo verde escura, caules e folhas arroxeadas, amarelecimento e queda das folhas. Isto pode
ser explicado pelo fato de que o fosforo ¢ imobilizado pelo Al, tanto fora como dentro da planta,
porém, se a planta for suprida adequadamente com P, seu metabolismo podera ndo ser afetado
(Reding e Taylor, 1989).

Em estudo da influéncia do Al em trigo, centeio e triticale, Dinev e Stancheva (1993)
concluiram que o Al afetou significativamente o acimulo de K, Ca, e Mg pelas plantas.

Alva, Asher e Edwards (1986) estudando o papel do calcio na neutralizagdo da
toxicidade do Al observaram uma exclusio parcial do Al pelo Ca nos tecidos da raiz, resultado da

competicdo desses cations pelo mesmo sitio de ligagdo.
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A incorporagdo do N mineral em compostos organicos pode ser adversamente afetada
sob condi¢des acidas, pela influéncia do Al soluvel na atividade da enzima nitrato redutase (NR)
(Reding e Taylor, 1989).

Para a espécie Datura stramonium assim como para a maioria das espécies o melhor
crescimento ocorre em solos com pH neutro, aproximadamente sete; contudo, nesta espécie o
conteiido de alcaldides € superior em solos ligeiramente alcalinos ou acidos (Fliick, 1955b).

O acréscimo no principio ativo das plantas medicinais em relagdo i composi¢do
mineral do solo varia com a espécie e com as fungdes metaboélicas a que os compostos pertencem.
Os alcaléides possuem o N em sua estrutura molecular, e logicamente o metabolismo do N
influenciard a sua produgdo. De acordo com Fliick (1955b) P e K influenciaram também o
contetdo de alcaldides nas espécies Atropa belladonna, Hyoscyamus niger e Datura stramonium.
Em Digitalis lanata e D. purpurea N, P e K influenciaram a produgio de saponinas (Court e
Allemann, 1943 citados por Fliick, 1955b). Na maioria das espécies de Mentha cultivadas a
produgdo do dleo essencial é influenciada pelas doses de N, P e K, de acordo com Schratz e
Wiemann citados por Fliick, 1955b.

Mahdi, Abou Dahab e El-khateeb (1987) conseguiram um aumento no conteido de
citronelol em Eucalyptus torquata e E. angulosa, pela adi¢io de 0,952 Kg de N/ha. Em Phalaris
aquatica L, Ball e Hoveland (1978) relatam um aumento na produgio de alcaléides em resposta a
adubagdo nitrogenada. Por outro lado Kennedy e Bush (1983) encontraram respostas negativas
com relag@o 4 fertilizagdo nitrogenada e producio de alcaldides em Festuca arundinacea Schreb.

O efeito da disponibilidade de N na sintese de alcaloides em trés espécies de
Solanaceae (Nicotiana sp, Datura sp e Solanum sp) foi investigado por Nowacki, Jurzysta e

Gorski (1975). Todas as espécies tiveram acréscimo no conteiido de N na matéria seca, € um
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decréscimo no conteudo de carboidratos com o aumento da adubag@o nitrogenada. As espécies
Nicotiana sp € Datura sp tiveram aumento nos téores de alcaldides, enquanto que em Solanum sp
ocorreu decréscimo no conteudo de glicoalcaloides.

Schermeister, Voigt e Maher (1950) trabalhando com cultivo hidropdnico de
Hyoscyamus muticus L. encontraram maxima produ¢do de matéria seca total, e produgéo total de
alcaloides suprindo a solugdo nutritiva com 252 mg.dm™ de N. Nowacki et al. (1976) sugeriu que
os alcalides eram produto da hidrolise das proteinas, pois haviam evidéncias de que ocorria um
aumento na quantidade de alcaldides ao mesmo tempo que decrescia a quantidade de proteinas
devido ao seu catabolismo. A queda na quantidade de proteinas é acompanhada pelo
correspondente aumento de N soluvel.

Kaltofen citado por Nowacki et al. (1976) relata que plantas bem supridas com N
produzem aminoacidos em excesso, que podem ser inibidos pelo sistema “feed back™, contudo, em
algumas plantas produtoras de alcaléides isto nio ocorre. Por isso este excesso de aminoacidos é
convertido em derivados, provocando menos danos as plantas. Nowacki e Waller (1975) citados
por Nowacki et al. (1976) trabalhando com Lathyrus tingitanus e Mimosa sp sugeriram que, com
0 aumento da adubago nitrogenada houve uma sintese desproporcional de lisina, que uma vez
acumulado torna-se toxico; por isso estas espécies ativam o metabolismo dos alcaloides como um
tipo de adaptagdo. Nestas espécies ocorreu a conversio lisina em tingitanina e latirina em Lathyrus
tingitanus, e mimosina em Mimosa sp. Por outro lado em Atropa belladonna L um aumento no
suprimento de N promoveu maior acumulo de proteinas e compostos nitrogenados nos tecidos,
enquanto que os niveis de alcaléides encontrados foram relativamente baixos, sugerindo portanto,

ndo haver relagdo direta entre a sintese de alcaléides e proteinas (Schermeister, Crane e Voigt,

1960).
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Annett (1920) em estudos com papoula (Papaver somniferum L.) supridas com
adubagio nitrogenada orgénica encontrou uma taxa desproporcional na porcentagem de morfina
em relagdo ao acréscimo da produgio de latex. Winter e Loustalot (1952) trabalhando com plantas
jovens da espécie Cinchona ledgeriana, observaram aumento na producdo de matéria seca e
alcaléides, variando os teores de N em relag3o as plantas mantidas no tratamento controle. Plantas
de Papaver somniferum L quando tratadas com fertilizantes nitrogenados, tiveram aumentos
significativos no conteido de morfina e de leo nas sementes (Kharwara, Awasthi e Singh, 1986).

Recentemente Mantanari Junior, Figueira ¢ Magalhies (1993) estudaram a influéncia
da fertilizacdo com N P K na biomassa e no teor do alcaléide em Atropa belladonna, e obtiveram
incrementos na biomassa sem no entanto alterar o teor de alcaldide.

Em Artemisia annua L., Figueira et al. (1996) relatam que a omissio de N e P no
substrato diminuiu substancialmente o crescimento, a produgio de matéria seca e a porcentagem
de artemisina encontrada.

Gorinova et al. (1993) estudando a influéncia da composi¢io quimica natural de sete
solos da Bulgéria, no contetido de galantamina em Leucojum Aestivum;, observaram que o maior
conteado de alcaléide foi encontrado quando as plantas foram cultivadas em solos com boa
reserva de N, K, Mg, B, Mo, Zn, Fe, e Cu.

Anwar et al. (1993) estudando a relagdo entre combinagdo de Mn com Fe e Zn e
produgdo de latex e composigdo do opium da papoula (Papaver somniferum L.), observaram uma
producdo de latex e conteudo de alcaldides 16% superior & testemunha quando foram aplicados

15 kg/ha de Mn juntamente com 15 kg/ha de Fe ou 10 kg/ha de Zn.
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3.1.2 Alcaloides

Os alcaloides sdo uma classe de compostos secundarios, que apresentam em sua
estrutura priméaria, um anel heterociclico formado por nitrogénio e carbono. Eles tém como
precursores basicamente quatro aminoacidos, ornitina, lisina, tirosina e triptofano (Goodwin e
Mercer, 1983), sendo portanto classificados de acordo com seus precursores, por exemplo, os
alcaloides isoquinolinicos sgo derivados do aminoacido tirosina (Robinson, 1974).

Os alcaloides ndo sio geralmente armazenados no seu local de sintese, como ¢ o caso
da nicotina que ¢ sintetizada na raiz do tabaco, translocada e armazenada nas folhas. Entretanto,
os alcal6ides apresentam a tendéncia de acumularem-se principalmente nos tecidos de crescimento
ativo, nas células epidérmicas, na bainha vascular e vasos laticiferos (Goodwin e Mercer, 1983).
Segundo Balandrin e Kloche (1988), este acumulo depende do grau de diferenciagdo do tecido e o
estagio de desenvolvimento dos 6rgéos da planta.

Hashimoto e Yamada (1994) comentam que, os processos de sintese sio ativados pela
expressdo de genes que codificam as enzimas responsaveis pela sintese dos alcaldides. Estas
enzimas s3o espacial e temporariamente reguladas tanto pelos estimulos internos quanto externos,
tais como horménios, luz, nutrigio e estresses.

Lindsey e Yeoman (1983) trabalhando com Datura unnoxia Mill., estabeleceram a
curva de crescimento de células, e constataram que a produgdo do aicaléide foi detectada durante
a fase estacionaria. Isto pode ser explicado pelo fato do aminoacido precursor (ornitina) ndo estar
disponivel durante a fase de crescimento intenso das células e pela maior diferenciagio de
plastideos e actimulo de cloroplastos no inicio da fase estacionaria. Portanto existem evidéncias de

que este produto secundario € produzido ou acumulado nos plastideos.
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De acordo com Lindsey € Yeoman (1983) a fase exponencial caracterizada pela
intensa taxa de crescimento ¢ também importante, pois esta € responsavel pelo direcionamento dos
precursores da rota primaria (associada ao rapido crescimento) para a rota secundaria (associada
ao lento crescimento).

Assim a producdo de metabolitos secundarios nos vegetais, estd fisiologicamente
relacionado as respostas da planta ao meio ambiente. Tem sido sugerido ainda que as respostas a
produgdo de alcaldides pelas plantas, estdo envolvidas com excregdo e/ou reserva de nitrogénio
atraves dos alcaléides (quanto o N est4 presente em quantidades toxicas na planta); agindo como
reguladores de crescimento, inibidores da germinagdo, devido ao seu poder quelante; e ajudando
na manuten¢@o do balango iénico (Goodwin e Mercer, 1983).

“>Varias classes de constituintes quimicos, tais como: lignanas, triterpenéides, taninos,
flavondides, e alcaloides, tem sido isolados dos quebra-pedras (Phyllanthus spp). Para esta espécie
Phyllanthus niruri L. foram isolados os alcaléides norsecurinini (Sniechus, 1973 citado por Joshi
et al., 1986) e ent-norsecurinini (Joshi, 1986), os quais de acordo com Southon e Buckingham,

(1989) tém supostamente como precursores os aminoacidos tirosina e ornitina respectivamente

(Figura 6).
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FIGURA - 6 Estruturas quimicas de (A) tirosina, (B) ornitina, (C) norsecurinine, ¢ (D) ent-

norsecurinine (Jacobi et al., 1989).

3.2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi de avaliar o crescimento e desenvolvimento das plantas
através do teor de principio ativo (alcaloides totais) em quebra-pedra (Phyllanthus niruri L.) em

resposta a calagem e adubagio nitrogenada.
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3.3 MATERIAL E METODOS

O experimento constou de um ensaio de adubagdo da espécie Phyllanthus niruri L.
(quebra-pedra), conduzido em casa de vegetagdio do Departamento de Agricultura da

Universidade Federal de Lavras - MG.

3.3.1 Substrato

O substrato utilizado foi um solo proveniente do municipio de Nazareno - MG,
classificado como Cambissolo Alico, com textura meédia, fase campo cerrado, relevo ondulado,
substrato gnaisse-granitico; escolhido devido & sua baixa disponibilidade de nutrientes; coletado na
camada de 0-20 cm de profundidade, seco ao ar, e peneirado em malha de 5 mm de abertura.

As determina¢Ses quimicas e fisicas do solo (Quadros 1 e 2) foram realizadas de
acordo com as metodologias de Vettori (1969) com modificagdes da EMBRAPA (1979) e

Camargo et al. (1986).
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QUADRO.1 Anilise quimica e textural do substrato antes da instalagdo do experimento,

realizada pelos Laboratorios de Andlise do Solo - DCS - UFLA, Lavras - MG,

1996.
Caracteristicas Unidades Valores
analisadas
pH em agua —_ 4,7
P mg.dm™ 2,0
K mmol,/dm’ 1,0
Ca mmol/dm’ 8,0
Mg mmol./dm’ 2,0
Al mmol/dm’ 7,0
H+ Al mmol./dm’ 32,0
Zn mg.dm? 1,1
Cu mg.dm™ 0,2
Fe mg.dm™ 65,4
Mn mg.dm” 9.3
S mg.dm” 1,1
B mg.dm™ 0,13
m % 33
MO g.kg! 17
Areia gkg! 660
Limo gkg! 170
Argila gkg’ 170

3.3.2 Tratamentos

Aplicagdo de calcario foi realizada com objetivo de elevar o pH para 6,0; nos
tratamentos com calagem. Foram aplicados CaCO; e MgCO; na forma de sais p.a. numa

propor¢do de Ca:Mg de 4:1, sendo as quantidades definidas por meio de uma curva de incubagio.
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A fertilizaggo basica de cada tratamento consistiu de : 100 mg P kg™; 125 mg K .kg™;
30 mg S.ke?; 0,8 mg B.kg™; 3,6 mg Mnkg’; 1,3 mg Cukg’; 1,5 mg Fekg™; 0,15 mg Mo kg™,
4,0 mg Znkg". As doses de nitrogénio foram aplicadas em quatro vezes; sendo que junto com a
fertilizagdo basica foi adicionado 30 mgkg™ de N nos tratamentos 3 & 10. Mais uma dose de 30
mg N.kg" foi aplicada apos 20 dias do transplantio, nos tratamentos 5 4 10. Ap6s 40 dias do
transplantio, aplicou-se mais 40 mg.kg” de N nos tratamentos 7 & 10. E nos tratamentos 9 e 10 foi
aplicado o restante da dose de N (50 mg kg™ de N) apés 60 dias do transplantio.

Os nutrientes foram aplicados em cada caso na forma de solugdes preparadas & partir
de sais p.a., em cada vaso, antes do transplantio das mudas, utilizando-se as seguintes fontes:
NH(NO;, KH,POs;, CASO.2H,O, H;BO;, MnCL.4H,0, CuCh.2H,0, FeCl;.6H,0,
(NH4)sM070,4.4H,0, € ZnCl,.

Apos 30 dias da fertilizagdo e incubago do solo e antes do plantio foram coletadas
amostras de cada tratamento para anlise da composi¢io quimica do substrato, conforme

metodologias ja descritas anteriormente (Quadro.2).

3.3.3 Preparo das mudas

As plantas foram obtidas a partir da germinago de sementes coletadas em Belém - PA
em dezembro de 1995. Estas plantas foram identificadas e uma amostra foi colocada sob n° ID
84/96, no Laboratério de Botinica-Herbario IAN-EMBRAPA-CPATU-Belém-PA, como sendo

Phyllanthus niruri L.
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O quebra-pedra foi semeado em sacos plasticos contendo solo de baixa fertilidade com
areia (2:1), sendo que, apo6s a germinagdo (10 dias apos semeadura) as plantulas foram mantidas
em casa de vegetagdo sob nebulizagdo intermitente até indugio dos tratamentos

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), arranjado num
fatorial de 5 x 2, sendo S doses de N ( 0; 30; 60; 100; 150 mg.dm’3 de N), e 2 niveis de calagem

(sem e com calcério, visando a elevagio do pH para 6,0) com 6 repetigdes.

3.3.4 Condugcio do experimento

Foram transplantadas 8 mudas com aproximadamente 5,0 cm de altura,
cuidadosamente retiradas dos sacos plasticos e selecionadas quanto  uniformidade. Apos 7 dias
foi efetuado um desbaste, deixando-se 5 plantas por vaso selecionadas de acordo com a sua
uniformidade em altura.

Os vasos foram irrigados diariamente com agua deionizada e tinham sua umidade
ajustada a 60% do VTP, de acordo com monitoramento realizado por meio de pesagens
periddicas.

Aos 40 e 50 dias apés a implantagdo do experimento foi realizada uma adubagio
complementar com 100 mg P.Kg™, utilizando-se como fonte H;PO, nos tratamentos sem calagem.
Isto foi necessirio pelo fato das plantas presentes nestes tratamentos estarem apresentando
sintomas de deficiéncia de P (queda de foliolos, folhas e até senescéncia de plantas).

A durag@o do experimento foi de 80 dias.



QUADRO.2 - Anélises quimica do substrato apos a aplicagéo dos tratamentos, realizada pelo Laboratorio de Analise do Solo
- DCS - UFLA, Lavras - MG, 1996.

Caracteristicas Tratamentos
Sem calagem ——— ——— Com calagem

0 30 60 100 150 0 30 60 100 150
pH-(em agua) | 4,5 4,5 4,5 4,5 45 58 5,8 58 58 58
P mgdm’® 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
K mmol/dm® | 1,41 1,77 1,56 | 1,44 1,49 1,08 0,85 1,05 0,79 | 0,87
Ca mmol/dm®* | 7,0 8,0 8,0 9,0 8,0 28,0 28,0 29,0 27,0 | 26,0
Mg mmol/dm’ | 6,0 50 6,0 4,0 5,0 8,0 8,0 8,0 7,0 10,0
Al mmol/dm® | 7,0 6,0 7,0 7,0 7,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
H+Al mmol/dm® | 32,0 32,0 32,0 | 320 32,0 13,0 12,0 12,0 12,0 13,0
m % | 33 32 31 36 38 3 3 3 3 3
S mgdm™® | 3738 30,3 324 |263 28,3 43,9 52,0 50,6 488 | 49,9
Zn mgdm® | 09 0,8 1,0 0,8 1,2 1,2 0,8 1,7 0,9 0,9
Cu mgdm® | 0,1 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,4 0,2 0,2
Fe mgdm” | 64,6 64,2 64,5 | 65,0 64,9 53,3 50,0 50,6 480 | 51,8
Mn mgdm™ | 83 7,9 8,6 8,2 8,4 8,5 7,1 8,5 7,4 8,0
B mgdm® | 03 0,13 0,20 | 0,13 0,23 0,23 0,20 0,26 023 |026
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3.3.5 Caracteristicas avaliadas

Ao final do periodo experimental foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

a) Altura de planta;

b) Peso da matéria seca total (MST), com base no peso da matéria seca das folhas,

caules, e raiz;

c) Teores de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Zn, Fe, Mn, e Cu na matéria seca da parte aérea;

d) Conteudo de N, P, K, S, Ca, e Mg na matéria seca da parte aérea, com base no

peso de matéria seca da parte aérea e os seus teores de macronutrientes.

Para a determinacdo da altura de planta, peso da matéria seca da parte aérea e peso
da matéria seca do sistema radicular, procedeu-se da seguinte forma: a parte aérea foi cortada
rente ao colo da planta, medida e acondicionada em sacos de papel. As raizes foram
cuidadosamente retiradas do solo, lavadas com agua deionizada, e acondicionadas em sacos de
papel. Logo apds foram levados a estufa com aeragdo forcada a temperatura de 45°C
(temperatura maxima para nio haver perdas dos alcaléide) por 96 horas, para secagem até peso
constante,

A parte aérea das plantas foi triturada em moinho do tipo Willey. Posteriormente,
efetuou-se a digestdo nitro-perclorica (Zaroski e Burau, 1977), determinando-se nos extratos, o
P colorimetricamente pelo método da vitamina C (Braga e Defelipo, 1974). Os teores de K foram
determinados por fotometria de chama; os teores de Ca, Mg, S, Zn, Cu, Fe, Mn, e B por
espectofotometria de absor¢o atomica (Malavolta, Vitti e Oliveira, 1989). A determinacdo do N

total, apos digestao sulfirica, foi feita pelo método de Kjeldahl (Bremner e Mulvaney, 1982).



Estas analises quimicas foram realizadas no Laboratorio de Analises Foliar do

Departamento de Ciéncias dos Solos - DCS - UFLA, Lavras - MG.

3.3.6 Analise estatistica

Os dados e pardmetros avaliados foram submetidos & analise de varidncia pelo

programa SAEG, STATISTICA e analisados por regressdo polinomial.

3.3.7 Extracdo e quantificaciio dos alcaldides totais

A extrago dos alcaldides totais foi realizada seguindo metodologia definida por
Calixto et al. (1984). No Laboratério de Quimica Orginica/DQI/UFLA foram realizadas
extragGes etandlicas por percolagio da matéria seca moida da parte aérea do P. niruri L.; sendo
que as amostras compostas correspondiam as repeti¢des de todos os tratamentos submetidos a
adubagdo nitrogenada com e sem calagem.

A solugdo etanélica obtida foi concentrada em evaporador rotatorio até completa
evaporacdo do solvente. O extrato concentrado foi dissolvido em éter de petrdleo e acidificado
com HCI 0,3 N. Posteriormente foi realizada filtragem da solugfo, elevado pH para 9,0 pela
adi¢do de amonia e extraido com cloroformio.

Apbs a evaporagio do solvente & aproximadamente 40°C, o residuo foi utilizado nos
testes preliminares de eluentes para utilizar-se na cromatografia de adsorsdo (coluna). Nestes
testes foi utilizado a cromatografia de camada delgada (CCD), a qual teve como fase fixa

silicagel-G tipo 60 em placas de vidro de 2,5 x 10,0 cm, tendo como fase movel varios eluentes e
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suas composi¢des. Foi observada melhor separagio dos alcaldides quando as placas foram eluidas
com cloroférmio, cloroférmio/acetona (80:20) e cloroféormio/acetona (50:50). Entio a
cromatografia de coluna foi realizada em coluna de 3,0 x 40,0 em com silica-60 (Merck),
utilizando-se os eluentes anteriormente definidos. Fragcdes de 50 ml foram coletados e
monitoradas por cromatografia de camada delgada (CCD), tendo como fase movel =
cloroférmio-acetona 80:20).

Duas fragGes eluidas em 100% de cloroférmio, da matéria seca da parte aérea dos
tratamentos submetidos a aduba¢do nitrogenada e calagem, foram analisadas em
espectofotometria de Infravermelho (IV), no laboratério do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG, em Belo Horizonte.

Posteriormente, sob orientagdo do Prof Custodio Donizete Santos, estas fragdes
(eluidas em cloroformio) de todos os tratamentos submetidos a adubagdo nitrogenada e calagem
foram quantificadas em espectrofotdmetro utilizando comprimento de ondas de 270 nm. A curva
padréo foi construida a partir de amostras de alcaldides extraidos como descrito acima. Todavia,
a quantificagdo dos alcaléides totais na matéria seca da parte aérea dos tratamentos submetidos a
fertilizagdo nitrogenada e sem calagem ndo foram realizadas, devido a pequena quantidade de

material vegetal.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Crescimento das plantas

A calagem e adubagdo nitrogenada influenciaram no crescimento e desenvolvimento
do Phyllanthus niruri L. Esta influéncia foi significativamente elevada com a aplicagio da calagem
como mostra a Figura 7.

Nos tratamentos sem calagem a altura das plantas decresceram linearmente com o
aumento das doses de N (Figura 8). A varia¢io apresentada pelas caracteristicas de crescimento
provavelmente demonstra a sensibilidade desta espécie a solos acidos, sob influéncia de Al no
solo. Justificando, portanto as restrigdes ao crescimento do sistema radicular e da parte aérea,
possivelmente deve ter afetado a divisdo e elongagio celular das regides meristematicas, segundo
Reding e Taylor (1989). Unander e Blumberg (1991) estudando os efeitos ambientais no
crescimento e produgdo de principio ativo de algumas espécies de Phyllanthus, relataram que as
plantas ndo sobreviveram mais que duas semanas a pH abaixo de 4,0.

As plantas de Phyllanthus niruri L. cultivadas em solo onde realizou-se calagem
apresentaram altura média de 40,69 cm, porém a dose de méxima eficiéncia econdmica de N (dose
de N equivalente a 90% da altura maxima média das plantas, sendo utilizada pela maioria dos
pesquisadores segundo Hoffimann, 1992; situando-se sempre um pouco abaixo da colheita maxima

fisiologica, de acordo com Raij, 1991) foi de 65,59 mg N.dm™ na altura de 37,94 cm (Figura 9).
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FIGURA.7 - Efeito da calagem e fertilizagdo nitrogenada em plantas de Phyllanthus niruri L.; 1.
Com calagem, 2. Sem calagem. N-0 mg.dm™, N-30 mg.dm>, N-60 mg.dm™, N-100
mg.dm™, N-150 mg.dm™. UFLA, Lavras - MG, 1996.

O grafico da matéria seca total (MST) produzida em solo sem calagem apresentado na
Figura 10, mostra resultados semelhantes aos encontrados para altura de plantas, ou seja, a MST
decresce a medida em que se aumenta as doses de N. Enquanto que, no grafico de MST nos
tratamentos com calagem (Figura 11), a dose equivalente a 90% da produgdo maxima média de

matéria seca total foi de 77,81 mg de N.dm™ de solo. Todavia, Silva Filho et al. (1996)
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trabalhando com Phyllanthus stipulatus, em experimento de campo, encontrou o maximo de
matéria seca de 546,0 g de MST/m’ de solo, adubando com 10 kg de composto orgédnico. Em
estudos semelhantes com Mentha arvensis, Kothari, Singh e Singh (1987) encontraram 159,9
kg ha! de N como a dose de méaxima eficiéncia econdmica de nitrogénio para o gen6tipo MA2.

Os tratamentos em que as plantas foram submetidas a 60 mg N.dm™ e sem calagem,
como sdo mostrados nas Figuras 8 e 10, nio se ajustaram bem & curva de regressdo. Isto
possivelmente d¢ve ter ocorrido devido a variabilidade genética das plantas, as quais foram obtidas

por germinag@o de sementes.

Y= 26,488 - 0,034x |

Altura de Plantas (cm)

18}

16

14

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Doses de N (mg/kg)

FIGURA - 8. Altura média das plantas de Phyllanthus niruri L. submetidas a adubag@o

nitrogenada e sem calagem. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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Y= 32,437 + 0,102x - 0,00027722x" .
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FIGURA - 9 Dose de nitrogénio equivalente a 90% da altura maxima média das plantas de
Phyllanthus niruri L. submetidas a adubagio nitrogenada e a calagem. UFLA,

Lavras - MG, 1996.
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FIGURA - 10 Matéria seca total (MST) média de plantas de Phyllanthus niruri L. submetidas a

adubagdo nitrogenada e sem calagem. UFLA, Lavras - MG, 1996.
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FIGURA - 11 Dose de nitrogénio equivalente a 90% da produgdo média maxima de (MST) das
plantas de Phyllanthus niruri L. submetidas a calagem e adubagio nitrogenada.

UFLA, Lavras - MG, 1996.

3.4.2 Teores e acimulo de nutrientes

Observa-se no Quadro 3 que as plantas de Phyllanthus niruri L. tiveram uma absor¢do
estatisticamente significativa maior dos macronutrientes P, S, Ca, e Mg nos tratamentos onde
realizou-se calagem independentemente da adubagdo nitrogenada. O mesmo ndo foi observado
para o K onde a maior absor¢@o ocorreu nos tratamentos sem calagem.

O nitrogénio foi absorvido em quantidades crescentes na auséncia e presenga de
calagem em fungdo da adubagio com o nutriente (Quadro 3). Brasil (1996) em trabalho
semelhante com mudas de jaborandi (Pilocarpus microphyllus, Starf) encontrou a maxima

produgdo de matéria seca com adubacgdo nas doses 180 mg N.kg' e 120 mg Pkg’. Enquanto
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Figueira et al. (1996) em estudo com Artemisia annua L., encontrou a maxima producido de
matéria seca, de artemisinina e 4cido artemisininico com a dose de 280 mg N.L"' em cultivo
hidropdnico.

Esses resultados confirmam a necessidade de calagem para o cultivo de plantas de
Phyllanthus niruri L., as quais na auséncia de corregio do solo, apresentam queda na absorgio de
P, S, Ca, Mg (Quadro3) e consequentemente menor altura de plantas e producio de matéria seca
total (Figuras 8-11).

O conteido de nutrientes ¢ utilizado para demonstrar o efeito de concentragio ou
dilui¢do dos elementos nos tecidos das plantas em fungio da absorgio dos nutrientes adicionados

no solo e consequentemente produ¢do de matéria seca, de acordo com Jarrel e Beverly (1981).
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QUADRO.3. Teor de macronutrientes na matéria seca da parte aérea (MSPA) de plantas da

espécie Phyllanthus niruri L. submetidas a tratamentos com ou sem calagem e

adubagio nitrogenada. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Doses N Call N P K S Ca Mg
mg.dm™ gkg! MSPA

0 0| 134 2,4 18,9 22 12,8 1,5

30 0 23,5 34 25,1 2,7 13,7 1,9

60 0] 242 2,6 25,5 2,2 14,4 1,5

100 0| 248 24 23,7 1,8 13,8 1,4

150 0| 30,0 2,8 28,2 1,7 14,6 1,4

0 1 13,5 3,7 143 2,3 15,6 3,5

30 1 16,9 3,6 14,1 2,7 16,6 3,5

60 1] 21,9 3,8 16,2 2,8 18,3 3.9

100 1| 23,9 42 15,6 2,7 18,0 3,8

150 1| 252 4,0 16,0 2,7 17,8 3,5

DMS (1%) - CalxN | —| 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1

Nos tratamentos sem calagem o conteido dos macronutrientes foi estatisticamente

menor que nos sob efeito de calagem (Quadro 4), demonstrando um efeito de concentragio, que

ocorreu em conseqiiéncia da diminuicdo na produgio de matéria seca total nestes tratamentos

(Figuras 10 e 11, Quadros 3 e 4).

Nos tratamentos sem corregdo do solo, o conteudo dos macronutrientes decresceu a

medida que aumentou-se as doses de N no solo. Isto ocorreu em conseqiiéncia do pequeno

aumento na absor¢do dos nutrientes pelas plantas e acentuado decréscimo na produgdo de matéria
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seca total, exceto K que apresentou uma absorgdo crescente a medida que aumentou-se as doses
de N no solo.

O efeito sinergistico de N, P, K, S, Ca e Mg na matéria seca da parte aérea das plantas
de P. niruri L., ocorreu nos tratamentos onde foi realizada calagem, onde houve significante
aumento do conteudo dos macronutrientes a medida em que aumentou-se as doses de N. Este
efeito de acordo com Jarrel e Beverly (1981) indica que o teor, conteudo e produgio de matéria
seca aumentaram (Figura 11, Quadros 3 ¢ 4).

De acordo com Furtini Neto (1988) a eficiéncia de utilizagio do nutriente absorvido é
tdo importante quanto a eficiéncia de absor¢do para a produgdo de biomassa em relagio ao
suprimento do nutriente. A eficiéncia de utilizagdo do N pelas plantas de quebra-pedra na presenga
de calagem foi visivelmente maior (Quadro 4) e estatisticamente superior aos tratamentos sem
calagem. Parece que nos tratamentos sem calagem, quanto maior a dose de nitrogénio, menor sua
eficiéncia de utilizagdo, embora essa tendéncia néo tenha sido observada na dose de 60 mg.dm>.
Nos tratamentos em que foi realizada calagem, a méxima eficiéncia de utilizagdo
(584,8 g”.mg ".10®) ocorreu na dose 30 mg.dm™ de N. Todavia, 2 maxima eficiéncia ocorreu em
doses menores do que as necessarias para alcangar a maxima producio da matéria seca (Figura 11

e Quadro 4)
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QUADRO.4. Contetido de macronutrientes da matéria seca da parte aérea (MSPA) e eficiéncia de
utilizagio do N pelas plantas da espécie Phyllanthus niruri L. submetidas a

tratamentos com ou sem calagem e adubagdo nitrogenada. UFLA, Lavras - MG,

1997.
Doses de N Cal N P K S Ca Mg | Ef Ut N
mg.dm> mg/vaso g*/mg.10°
0 0 | 428 | 75 | 603 | 72 | 408 | 49 | 2408
30 0 73,0 10,7 78,3 8.4 424 5,8 1324
60 0 31,2 3,5 33,1 2.8 18,6 1,9 53,9
100 0 | 548 | 54 | 525 | 40 | 306 | 3. 90,3
150 0 52,0 4.8 49,1 29 25,4 23 57,8
0 1 99,8 27,6 105,6 17,1 115,2 25,7 5487
30 1 | 1651 | 345 | 1368 | 263 | 1600 | 338 | 5848
60 1 250,2 437 185,5 32,2 209,5 45,0 5272
100 1 |30127] 5347 1968 | 338 | 2292 | 470 | 5301 |.
150 1 343.8 54,4 217,7 37,1 2436 47.8 541,6
DMS(%)-CalxN| — | 10,5 | 29 | 7522 | 1.5 7.9 23 36,9

O ajuste das equagdes do conteido de macronutrientes e eficiéncia de utilizagdo de N

na MSPA ndo se adequaram aos modelos testados (Quadro 5).



QUADRO.5 Equagdes de regressdo do conteudo de macronutrientes e eficiéncia de utilizagdo de
N na matéria seca da parte aérea (MSPA) das plantas da espécie Phyllanthus niruri
L. submetidas a tratamentos com ou sem calagem e adubagio nitrogenada. UFLA,

Lavras - MG, 1997.

Variaveis Equagdes de Regressao R’
Contetdode N | Y=73,430912 + 1,4497449X - 0,00413790X> 0,22
Contetdo de P Y=19,019618 + 0,0812308X 0,37
Conteido de K | Y=85,720336 + 0,5558158X - 0,00161318X> 0,24
Conteidode S | Y=12,907966 + 0,1085520X - 0,00042002X> 0,65
Conteudo de Ca | Y= 78,795604 + 0,7731958X - 0,00264465X> 0,53

Conteado de Mg | Y=15,277767 + 0,1783179X - 0,00075317X> 0,57
f. Utilizagdo de N | Y= 370,756601 - 0,5930985X 0,44

3.4.3 - Extraciio e quantificacio de alcaldides

Os espectros de Infravermelho (I.V.) dos compostos isolados a partir da parte aérea
de plantas de P. niruri L. submetidas ao tratamento 7 (com 100 mg N.dm™ de solo e calagem) e
tratamento 4 (com 30 mg N.dm™ e sem calagem) sdo mostrados nas Figuras 12 e 13. Esses
espectros sdo bastantes semelhantes entre si, apresentando sinais de absor¢do dos grupos mais

caracteristicos para estes tipos de compostos. Em todos os espectros pode-se observar na regido
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compreendida entre 2700-3000 cm™, sinais de absorgéo de estiramentos simétricos e assimétricos
devido a sobreposigdo de grupos metilas (-CHs); metilénicos (-CH,) e metinicos (-CH).

Em torno de 2200-2300.cm™ observa-se uma banda fina caracteristica de uma ligagdo,
de um éter ciclico ou de um anel heterociclico com um atomo de N.

Verifica-se na regido de freqiiéncia compreendida entre 1750-1780 cm™ sinais
correspondentes as vibragdes de estiramento do grupo carbonila. Absorgdes devido a estiramento
das duplas ligagSes aparecem nitidamente em torno de 1650 cm™, confirmando a presenga da
insaturacdo. A presenca da ligagdo C-O é evidenciada em torno de vibragSes que aparecem
aproximadamente entre 1110-e 1280 cm’, respectivamente. A presenca de um grupo amino
terciario € verificada pela absorgdo que esta presente em torno de 1480 c¢m™ (Silverstein, Bassler e
Morril, 1994).

A quantidade dos alcalbides totais na matéria seca da parte aérea (MSPA) e a matéria
seca da parte aérea dos tratamentos submetidos a calagem e fertilizagdo nitrogenada ¢ mostrada na
Figura 14. Observa-se um aumento gradual na concentragdo de alcaléides na MSPA a medida que
se aumentou as doses de nitrogénio aplicadas. A méaxima produgdo de alcaldides totais na dose de
N equivalente a 90% a maxima produgio de matéria seca da parte aérea (79,89 mg N dm™ solo)
foi de 0,676 mg alcaléides totais/g de MSPA, justificando, portanto, uma adubagdo nitrogenada
visando maior produgio econdémica de matéria seca juntamente com uma maior produg@o
econdmica de alcaldides totais nesta espécie. Nowacki, Jurzysta e Gorski (1975) investigando o
efeito da disponibilidade de N para sintese de alcaloides em Nicotiana sp e Datura sp encontraram
acréscimo no contetido de N na matéria seca e aumento nos teores de alcaldides nas plantas com o

aumento da adubagdo nitrogenada, em relagio ao controle. Porém diferentes resultados foram
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obtidos por Kothari, Singh e Singh (1987) trabalhando com Mentha arvensis, no qual ndo houve
aumento significativo da concentragdo de 6leo nas doses de N testadas.

A determinagdo da quantificagdo dos alcaloides totais na matéria seca da parte aérea
dos tratamentos submetidos a fertilizagio nitrogenada e sem calagem nédo foram realizadas, devido
a pequena quantidade de material vegetal, apresentou-se apenas os resultados da analise de

espectrometria de Infravermetho (Figura 13).

IR W

30 ¢

3000 2000 1000

FIGURA 12 - Espectro de infravermelho de alcaldides na matéria seca da parte aérea de
Phyllanthus niruri L., do tratamento 7 - 100% de cloroformio, submetido a

calagem e com 100 mg N.dm™de solo. UFLA, Lavras - MG, 1997.
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FIGURA 13 - Espectro de infravermelho de alcalides na matéria seca da parte aérea de

Phyllanthus niruri L., do tratamento 4 - 100% de cloroformio, submetido a 30

mg N.dm” de solo e sem calagem. UFLA, Lavras - MG, 1997.
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FIGURA.14 - Alcaléides totais na matéria seca da parte aérea (®), matéria seca da parte aérea

(A), maxima produgdo de alcaloides totais na dose de nitrogénio equivalente a
90% da producdo méxima de matéria seca total das plantas de Phyllanthus niruri

L. submetidos a calagem e adubagdo nitrogenada. UFLA, Lavras - MG, 1997.
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3.5 CONCLUSOES

A acidez do solo foi limitante ao crescimento da espécie Phyllanthus niruri L

A dose de nitrogénio equivalente a 90% da méaxima produg¢do de matéria seca da parte
aérea foi de 79,89 mg N.dm™ de solo, a qual proporcionou uma produgio de alcaldides totais de -
0,676 mg.g™ de MSPA.

O quebra-pedra € portanto uma espécie responsiva a calagem e adubagio nitrogenada.
Justificando, portanto, uma adubagio nitrogenada visando maior produc¢do econdmica de matéria

seca e alcaldides totais na parte aérea nesta espécie
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CAPITULO IV

INDUCAO DE CALOS E PROPAGACAO IN VITRO DE QUEBRA-PEDRA
(Phyllanthus niruri L.)

RESUMO

Objetivando definir uma metodologia para indugdo e manutengdo de calos e
multiplica¢do in vitro de Phyllanthus niruri L. realizou-se trés experimentos. Para indugio de
calos, inicialmente estudou-se os efeitos das concentragSes de trés auxinas e uma citocinina
respectivamente: 2,4-D (1,13; 2,26; ¢ 4,52 uM); ANA (1,34; 2,68 ¢ 3,37 uM); AIB (1,23; 2,46; ¢
4,92 uM) e TDZ (0,045; 0,45; e 4,54 uM) adicionados ao meio de cultura MS. Apos inoculagio
do explante (segmentos internodais com 8 mm de tamanho) os frascos foram levados para dois
ambientes (25 umol.m?s™ de luz ou escuro). Realizada a avaliagdo aos 33 dias, foram retiradas
amostras de cada tratamento, dos calos mantidos na luz, e realizada sua manuten¢do, nas duas
melhores concentragdes de auxinas AIB (2,46 uM) e ANA (2,68 uM). No segundo experimento
explante iguais aos do experimento anterior, da mesma espécie foram inoculados em frascos

contendo 30 mL de meio de cultura MS suplementado com ANA (1,34; 2,68; 5,37 uM) em
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combinagio com AIB (1,23; 2,46, e 4,92uM), e mantidos na luz. O dltimo experimento realizado
com a finalidade de induzir brotagdes miltiplas de segmentos nodais envolveu as seguintes
concentragdes e reguladores: BAP (0,56; 1,11; 2,22; e 4,44 uM) e TDZ (0,57, 1,14, 2,27; e 4,54
uM). Os melhores resultados obtidos no primeiro experimento de indugéo de calos ocorreu na luz,
em meios suplementados com ANA (1,34 uM) e AIB (4,92 e 2,46 uM). Com relagéo a
manutengdo ocorreram diferengas significativas entre os calos induzidos nos diferentes reguladores
de crescimento. Assim os melhores tratamentos foram aqueles onde os calos induzidos com TDZ,
especialmente na concentragio 4,54 uM, foram mantidos em meio acrescido tanto de ANA como
AIB. No segundo experimento de indugéo de calos o melhor resultado obtido foi na concentra¢do
4,92 uM de AIB em combinag¢do com 0,0 uM de ANA; confirmando-se o melhor resultado obtido
no primeiro experimento. Esta interagio entre AIB e ANA mostrou, em geral, efeitos sinergisticos
na indugdo de calos. Enquanto no terceiro experimento a concentragio de sais do meio de cultura
MS foi considerada inadequada, entretanto o maior niimero de brotagdes ocorreram na
concentragdo 0,57 uM de TDZ em média com 5,0 brotos por explante e taxa de multiplicagdo

igual a 20; na forma de roseta com brotagdes alongadas.

4.1 REFERENCIAL TEORICO

Dentre as vantagens de se manter as plantas matrizes em casa de vegetagio esta a
possibilidade de homogeneizar os explantes quanto ao estadio de desenvolvimento. Além disso

com o controle do fotoperiodo, intensidade luminosa e temperatura, pode-se estimular o
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surgimento de novas brotagdes, independentemente da época do ano (Grattapaglia e Machado,

1990).

Segundo Pierik ( 1987) a chance de contaminagio dos explantes é muito maior

quando o material é proveniente do campo.

Deschamps (1993) cita ainda que os methores explantes sdo aqueles obtidos de plantas

matrizes em crescimento ativo € ndo submetidos a estresses.

Espécies herbaceas sio mais faceis de clonar in vitro do que espécies lenhosas
(Pierik,1987), sendo que a micropropagagdo in vitro de espécies herbaceas pode ser realizada
através da multiplicacdo de gemas axilares; ou indugdo de gemas adventicias por organogénese

direta ou indireta; ou ainda pela embriogénese somatica (Grattapaglia e Machado,1990).

Grattapaglia e Machado (1990) citam que diversas formulagdes de meios tém sido
utilizadas no cultivo in vitro. A composigdo basica desses meios constitui-se de: agua, macro e
micronutrientes, carboidratos, vitaminas, mio-inositol, agar e reguladores de crescimento, sendo”
que a adi¢do desses ultimos depende da espécie cultivada. O meio MS de Murashige e Skoog
(1962) foi desenvolvido a partir de testes de suplementa¢io do meio White (1934), citado por
Caldas, Haridasan e Ferreira (1990), com extratos de folhas de fumo. O meio MS bem como suas
modificagdes e diluigSes, juntamente com o BS (Gamborg et al, 1968; citados por Caldas,

Haridasan e Ferreira 1990) tém apresentado resultados satisfatorios para diversas espécies.

Aos meios de cultura geralmente sio adicionados reguladores de crescimento com o
objetivo de suprir as possiveis deficiéncias dos explantes em relagdo aos hormdnios endédgenos,

sendo as auxinas e citocininas as classes mais utilizadas. A formag@o da raiz, parte aérea e calo em
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cultura de tecidos sio regulados pela disponibilidade e interag@o entre estas classes de reguladores

de crescimento (Skoog e Miller, 1975) citado por Caldas, Haridasan e Ferreira (1990).

Das citocininas comerciais utilizadas, a 6-benzilaminopurina (BAP) € a mais usada,

porém existem ainda a cinetina, zeatina e do tidiazuron (TDZ).

De acordo com Grattapaglia e Machado (1990) o cultivo de apices caulinares de
varias espécies herbaceas, tem sido bem sucedido em meios de cultivo suplementados com 0,05 a

1,0 mg.L" de BAP.

O TDZ foi descoberto pela Schering AG em 1976, para ser utilizado no
desfolhamento da cultura de algoddo (Lu, 1993; Mok et al., 1987; Fellman, Read e Hosier, 1987),
porém tem mostrado efeitos semelhantes aos das citocininas quando aplicadas em concentragdes
muito reduzidas, em torno de 0,0022 4 0,088 mg/L ( Lu, 1993). Este composto pertence ao grupo
das feniluréias (Mok et al., 1987) e ndo apresenta o anel purina comum as citocininas tipo adenina,
tais como, a benzilaminopurina, cinetina ou zeatina ( Lu, 1993), porém semelhantemente as
citocininas, promove o crescimento de calos e induz organogénese ( Mok et al, 1987). A
atividade citocininica do TDZ foi detectada em calos de Phaseolus lunatus L. cv. Kingston, o qual
mostrou-se mais ativo do que a zeatina (Mok e Mok, 1985). Souza (1995) afirma que a
concentragdo de 0,19 mg/L de TDZ foi a mais adequada para a multiplicagdo “in vitro” de

segmentos nodais de repolho.

O mecanismo pelo qual o TDZ induz respostas semelhantes aos das citocininas nao é
completamente entendido. Uma hipétese é que o TDZ promove a conversio das citocininas
ribonucleotideas em ribonucleosideas, as quais sio biologicamente mais ativas (Lu, 1993). Para

Mok et al. (1987) as varias citocininas do grupo das feniluréias, inclusive o TDZ, devem possuir a
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capacidade de modificar o metabolismo natural de ocorréncia das citocininas, proporcionando
autonomia dos tecidos vegetais em relagdo a sua produgio. Os resultados obtidos com calos de
soja por Thomas e Katterman (1986) sob dois niveis de TDZ da suporte & esta tltima hipotese de

que o tidiazuron induz a biossintese de citocinina endogena.

As auxinas sio também empregadas no meio de cultura visando multiplicagdo
juntamente com as citocininas com o objetivo de estimular o desenvolvimento da parte aérea e/ou
anular o efeito inibit6rio das citocininas (Deschamps,1993). Das varias auxinas (AIA, AIB, ANA,
2,4-D, entre outras), o AIA ¢ considerado instavel podendo ser degradado pela luz ou
microorganismos. De acordo com Grattapaglia e Machado (1990) o AIA tem sido benéfico no
isolamento de segmentos nodais de eucalipto ¢ meristemas florais de couve-flor, e 0 ANA ¢ mais

empregado em baixas concentragdes.

0O 2,4-D frequientemente induz a formagio de calo, podendo ainda ser importante na
embriogénese somatica, enquanto o AIB ¢ comumente a melhor auxina na indugdo do

enraizamento in vitro.

Os resultados obtidos por Moreno, Amaral e Viana (1992) com a indugdo de calo em
segmentos de caules das espécies Phyllanthus tenellus, P. niruri ¢ P. corcovadensis (quebra-
pedra), no escuro; asseguram que a concentragio de 2,0 mg.L™” de 2,4-D foi efetiva para as trés

espécies.

Alves (1992) utilizando auxinas e citocininas obteve 15 brotos por meristema de
Cecropia glaziovii suplementando o meio MS com 10 mgL” de BAP e 2 mgL"’ de ANA, e

formac@o de calos com a utilizagdo de 10 mg L de 2,4-D.
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Moreno, Matos e Viana (1996) conseguiram brotagdes multiplas em segmentos nodais
e apicais de Phyllanthus carolinensis (quebra-pedra) inoculados em meio MS acrescido de 0,25

mg.L" de BAP.

Silva, Moreno e Viana (1996a) testaram 2,4-D e AIB nas concentragdes 0,25; 0,50 e
1,0 mgL" | e combinagdes de BAP com 2,4-D e AIB em segmentos de caules de P. urinaria
(quebra-pedra). Entre as auxinas testadas, o AIB sem o suplemento de BAP promoveu o melhor

crescimento dos calos em todas as concentragdes.

4.2. OBJETIVO

Objetivou-se verificar os efeitos de varias concentragdes de diferentes auxinas na
manutengio e indugdo de calos de segmentos internodais de Phyllanthus niruri L., e ainda obter
=

uma metodologia de indugdo de brotagdes multiplas pelo uso de diferentes concentragdes de

citocininas.
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4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Experimento.l: Efeito de diferentes reguladores de crescimento e do ambiente na

inducio e manutencio de calos de quebra-pedra (Phyllanthus niruri L.)

A espécie utilizada neste experimento foi o quebra-pedra Phyllanthus niruri L., que
foi identificado e uma amostra foi colocada sob o n.° ID 84/96 no Laboratério de Botanica-

Herbario IAN-EMBRAPA-CPATU-Belém-PA.

Sementes deste quebra-pedra envoltas em gaze foram desinfestadas em solugdo
contendo 0,4% de hipoclorito de sodio, proveniente de solugdo comercial, e duas gotas de
detergente comercial por 10 minutos, sendo 5 minutos sob agitagdo. Apos serem lavadas trés
vézes em agua esterilizada em cdmara de fluxo laminar, foram colocadas em placas de Petri com
papel de filtro umedecidos e mantidas em sala de crescimento, sob temperatura de 26+1°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz. Decorridos 7 dias, as plantulas foram inoculadas, assepticamente,
em tubos de ensaio contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 2% de
sacarose e 0,6% de agar, os quais permaneceram por 30 dias em sala de crescimento, sob o

mesmo fotoperiodo e temperatura.

Decorrido este periodo, segmentos internodais com 8 mm de comprimento foram
excisados destas plantulas crescidas em condi¢3es assépticas, com auxilio de pinga e bisturi. Os
explantes foram inoculados em tubos de ensaio (25 x 150mm) contendo 10 mL de meio de cultura
MS, com 2% de sacarose e 0,6% de agar suplementados com 2,4-D (1,13; 2,26; e 4,52 uM),

ANA (1,34; 2,68; € 5,37 uM), AIB (1,23; 2,46, € 4,92 uM) e TDZ (0,045; 0,45; e 4,54 uM). O
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pH dos meios foi ajustados para 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem a 121 + 1°C por 15 minutos.

Cada tubo foi vedado com tampa pléstica e seus bordos protegidos com filme plastico.

Apos a inoculagdo, os tubos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
controlada de 26+1°C durante 4 semanas em um fotoperiodo de 16 horas de luz

sob 25 umol.m? s de irradidncia de 1dmpadas fluorescentes brancas frias.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC) em esquema
fatorial 3 x 4 x 2, sendo, 4 reguladores de crescimento em 3 concentragdes, dois ambientes de

incubagio (luz e escuro) e dez repeti¢des por tratamento.

Aos 33 dias procedeu-se a avaliagiio do peso da matéria seca dos calos. Anteriormente
a esta analise entretanto, foram retiradas amostras de cada tratamento até entdo incubados na luz
para repicagem nos dois methores meios de cultura (AIB e ANA, nas duas concentragdes

intermediérias testadas) visando sua manutengo.

Decorridos 30 dias apos este procedimento os calos foram novamente repicados para
o meio MS mantendo-se as mesmas concentragdes de reguladores de crescimento escolhidos na

primeira repicagem. Finalmente apos 30 dias foi avaliado o peso seco dos calos.
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4.3.1 Experimento.2: Efeito da interacio de AIB e ANA na indugio de calos de quebra-
pedra (Phyllanthus niruri L.)

Com os resultados obtidos apos avaliagio do uso de diferentes reguladores de

crescimento na indugio de calos de Phyllanthus niruri L., foi proposto este trabalho.

Segmentos internodais com 8 mm de comprimento foram excisados com auxilio de
pinga e bisturi das mesmas plintulas crescidas em condi¢Ses assépticas em sala de crescimento. Os
explantes foram imediatamente inoculados em frascos contendo 30 ml de meio de cultura MS,
com 2% de sacarose e 0,6% de agar suplementado com ANA (1,34; 2,68; e 5,37 uM), em
combinagdo com AIB (1,23; 2,46; e 4,92 uM). O pH dos meios foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes
da sua autoclavagem a 121 + 1°C por 15 minutos. Cada frasco foi vedado com tampa plastica e

seus bordos protegidos com filme plastico.

Apoés a inoculagdo, os frascos foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura controlada de 26+1°C, em um fotoperiodo de 16 horas de luz sob 25 pumol.m?2s? de

irradidncia de ldmpadas fluorescentes brancas frias, durante um periodo de 30 dias.

No experimento foi utilizado o delineamento estatistico inteiramente casualizado
(DIC), sendo cada tratamento constituido de cinco parcelas, com seis frascos cada parcela sendo
que cada frasco continha um explante. O esquema fatorial foi 4 x 4 (quatro concentra¢des e quatro

reguladores de crescimento).

Aos 30 dias avaliou-se o peso da matéria seca dos calos, e os tratamentos foram

comparados pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3.2 Experimento.3: Inducio de brotacdes em segmentos nodais de quebra-pedra

(Phyllanthus niruri L.)

Como fonte de explantes foram utilizadas plantas de Phyllanthus niruri L. crescidas
em condigdes assépticas, em sala de crescimento. Segmentos nodais com 8 mm de comprimento
foram excisados com auxilio de pinga e bisturi e inoculados no meio de cultura MS (Murashige e
Skoog, 1962) com 2% de sacarose e solidificado com 0,6% de agar, suplementado com BAP
(0,56; 1,11; 2,22; e 4,44 uM) e TDZ (0,57, 1,14; 2,27; e 4,54 uM). O pH dos meios de cultura foi

ajustado para 5,8 + 0,1 antes de serem autoclavados a 121 + 1°C, por 15 minutos.

Os explantes foram incubados em sala de crescimento a 26 + 1°C em um fotoperiodo
de 16 horas de Iuz sob 25umol.m?s™ de irradiancia de lampadas fluorescentes branca fria. Foram
utilizados 15 tubos de ensaio com um explante por tubo, os quais constituiram as repeti¢cdes de
cada tratamento. As caracteristicas avaliadas apos 35 dias da inoculagdo foram: niimero de
brotagdes, peso da matéria seca das brotagdes, porcentagem de calos formados na base dos

explantes, e peso da matéria seca dos calos.

O delineamento estatistico usado foi o inteiramente casualizado e os tratamentos

foram comparados pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Experimento.l: Efeito de diferentes reguladores de crescimento e do ambiente na

inducio e manutenciio de calos de quebra-pedra (Phyllanthus niruri L.)

A indugdo dos calos foi influenciado pelos diferentes reguladores de crescimento e
pela condi¢@o de cultivo, ou seja, luz ou escuro. Como mostra a Figura 15, os reguladores de
crescimento ANA e AIB foram mais efetivos na indugdo, e a condi¢io de cultivo na luz foi

significativamente mais eficiente do que a condigdo de escuro.

Resultados semelhantes foram obtidos por Silva, Moreno e Viana (1996a) trabalhando
com segmentos internodais de Phyllanthus urindria, no qual houve formagdo de calos em todas as

concentragGes de auxinas testadas, mas quando mantidos no escuro.

Na Figura 16 séo mostrados os valores médios e a equacdo de regressdo para peso da
matéria seca dos calos induzidos a partir de segmentos internodais de P. niruri L. A coloragdo dos
calos de Phyllanthus niruri L. mantidos na luz foram predominantemente verde claro, enquanto os
que permaneceram no escuro foram amarelo claro. Houve indugdo de brotagdes e raizes nos
tratamentos com ANA e AIB, principalmente na luz, enquanto que em calos de Artemisia
absinthium L. obtidos em trabalhos realizados por Nin et al. (1996) o estimulo ao
desenvolvimento de raizes e ocasionalmente parte aérea, ocorreu com a suplementagio de 2,4-D,

na concentragio de 0,90 uM.
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2,4_0- ANa

Escuro

Trat| Inducgfo em:

1 Controle

1,13 pM de 2,4-D
3 2,26 uM de 2,4-D
4 14,52 yM de 2,4-D
5 | 1,34 uM de ANA
6 |2,68 uM de ANA
7

8

9

5,37 uM de ANA
1,23 uM de AIB
2,46 uM de AIB
10 | 4,92 M de AIB
11 0,045 uM de TDZ,

12 | 0,45 uM de TDZ
13 | 4,54 uM de TDZ

FIGURA - 15 Efeito de reguladores de crescimento na indugdo de calos em segmentos
internodais de Phyllanthus niruri L. submetidos a dois ambientes de incubagio

e de varias concentragdes de reguladores de crescimento. UFLA, Lavras - MG,

1997.

Resultados semelhantes foram obtidos por Silva, Moreno e Viana (1996) trabalhando
com segmentos internodais de Phyllanthus urindria, no qual houve formacao de calos em todas as

concentragdes de auxinas testadas, mas quando mantidos no escuro.

O regulador de crescimento 2,4-D foi o de menor efetividade na indugdo de calos,
onde obteve-se resultados iguais ou inferiores aos encontrados no controle, tanto na condig¢do de
luz ou escuro (Figura 16). Enquanto Cardoso e Oliveira (1996) trabalhando com Hypericum

brasiliense Choisy obtiveram calos menores, mas friaveis na concentragdo 0,5 mg.L™" de 2,4-D.
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Quando estes calos foram mantidos em meio de cultura MS suplementado com 2,68
uM de ANA ou 2,46 uM de AIB, os melhores resultados foram obtidos nas concentragdes 1,13 e
2,26 uM de 2,4-D em meio contendo AIB (Figura 17). Enquanto que é concentragdo 4,52 uM de
2,4-D apresentou melhor resultado quando mantido em meio contendo ANA, contudo este

resultado foi inferior as outras duas concentragdes de 2,4-D testadas.

O acido naftalenoacético (ANA) foi considerado um dos melhores reguladores de
crescimento testados, apresentando resultados inferiores somente aos obtidos com AIB (Figura
16). A concentragdo 1,34 uM de ANA, sob a condiggo tanto de luz como de escuro foi o segundo
melhor resultado entre todos os reguladores testados. Cardoso e Oliveira (1996) trabalhando com
Hypericum brasiliense Choisy, obteve melhores resultados da induggo de calos nas concentragGes
10 e 5 mgL" de ANA. Ja Abreu et al. (1997) induzindo calos em Cissus sicyoides L. obteve
resultados significativos na concentragdo 21,6 uM de ANA, na condigdo de escuro. Quando estes
calos foram mantidos em meio de cultura MS suplementado com 2,68 uM de ANA ou 2,46 uM
de AIB, as trés concentragdes testadas apresentaram resultados semelhantes, tanto quando

mantidos com ANA como AIB (Figura 17).

A condi¢do de cultivo tanto na luz como no escuro proporcionaram maior ganho de
matéria seca dos calos nas concentragdes 2,46 e 4,92 pM de AIB entre todos reguladores e
concentrag3es testadas (Figura 16). Trabalhando com segmentos internodais de P. urinaria Silva,
Moreno e Viana (1996a) também obtiveram melhor indugiio de calos com AIB em todas as
concentragOes testadas. Entretanto, sob condi¢io de manutengio os calos de P. niruri L.

apresentaram melhores resultados em meio também suplementado com AIB, estes quando
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FIGURA.16 - Valores médios e equagio de regressdo para peso da matéria seca dos calos de segmentos internodais de Phyllanthus

niruri L. submetidos a dois ambientes de incubagdo de varias concentragdes de reguladores de crescimento. UFLA,

Lavras - MG, 1997.
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induzidos nas concentragdes 1,23 € 2,46 uM de AIB (Figura 17). Todavia, quando estes calos

foram mantidos em meio com ANA, obteve-se os piores resultados.

O regulador de crescimento TDZ foi considerado um dos de menor eficiéncia em
relagdo a todas as concentragdes testadas na indugdo dos calos de segmentos internodais desta
espécie (Figura 16). Resultados semelhantes foram obtidos por Miachir (1992), trabalhando com
Curcuma zedoaria Roscoe, no qual o regulador de crescimento 2,4-D ndo apresentou efeito na
indugdo de calos independentemente de luz, tipo de explante, e concentragdo, sendo seu methor
resultado obtido com 4,52 uM. Entretanto Lameira (1997) trabalhando com erva baleeira (Cordia

verbenacea L.) obteve 100% de indugio dos calos nas concentragdes 2,04 e 6,13 uM de TDZ.

Os melhores resultados dos calos de Phyllanthus niruri L. sob manutengio em meio
suplementado com ANA ou AIB foram os induzidos com TDZ, na concentragio 4,54 uM (Figura
17). Estes resultados confirmam a teoria da autonomia dos tecidos vegetais proporcionado pelo
TDZ, ou seja, o tidiazuron induz a biossintese de citocinina endogena (Mok et al., 1987). As
mesmas conclusbes chegaram Thomas e Katterman (1986), estudando calos de soja sob dois

niveis de TDZ e de ANA em segmentos de raizes cultivadas no escuro.
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FIGURA.17 - Valores médios para peso da matéria seca dos calos obtidos a partir de segmentos internodais de . niruri L. induzidos
em diferentes concentragdes sob manuten¢io em meio de cultura suplementado com 2,68 uM de ANA e 2,46 uM de

AIB, os quais ndo foram analisados estatisticamente devido a falta de repetibilidade. UFLA, Lavras - MG, 1997.
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4.4.1 Experimento.2: Efeito da interacio de AIB e ANA na inducio de calos de quebra-
pedra (Phyllanthus niruri L.)

Os valores médios do peso da matéria seca dos calos obtidos a partir de segmentos
internodais de P. niruri L. submetidos a 16 combinagdes de AIB e ANA sdo mostrados na
Figura.18. Os calos tiveram em média colora¢do verde clara e houve formacgio de raizes nos
tratamentos onde o meio de cultura foi suplementado somente com ANA. Resultados semelhantes
foram encontrados por Cardoso e Oliveira (1996), na indugio de calos em explantes de
Hypericum brasiliense Choisy. Por outro lado Nin et al. (1996) encontraram resultados diferentes
na inducdo de calos de Artemisia absinthium L.; Paniego e Giulietti (1994) em A4.. annua e
Benjamin, Sipahimalani ¢ Heble (1991) em A4.. pallens, nos quais o regulador de crescimento 2,4-
D foi o responsével pela indugio de raizes nos calos, sendo que quando utilizado na concentragio

de 0,5 mg.L" produziu calos friaveis.

Os tratamentos onde houve somente suplementagio com ANA foram menos efetivos
na inducdo dos calos, como mostra a Figura 18 em relagio a matéria seca. Os melhores resultados
estatisticos ocorreram nos tratamentos 13 (4,92 uM de AIB e 0,0 uM de ANA), 7 (1,23 uM de
AIB e 2,68 uM de ANA) e 14 (4,92 uM de AIB e 1,34 uM de ANA), respectivamente, em
relagdo a matéria seca. Como era de se esperar o melhor tratamento do experimento anterior (trat.
10 - 4,92 uM de AIB; Figural6) coincidiu com o melhor tratamento deste experimento (trat. 13 -
4,92 uM de AIB e 0,0 uM de ANA,; Figura 18). Silva, Moreno e Viana (1996a) obtiveram
resultados semelhantes ao testar 2,4-D e AIB nas concentragbes 0,25; 0,50 ¢ 1,0 mgL”’ e

combinagdes de BAP com 2,4-D e AIB em segmentos de caules de P. urinaria (quebra-pedra);
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no entanto, entre as auxinas testadas o AIB sem o suplemento de BAP promoveu o melhor

crescimento dos calos em todas as concentragdes.

Apesar do melhor resultado, nos dois experimentos, terem ocorrido nos tratamentos
onde o meio foi suplementado apenas com AIB, a interagdo entre os reguladores de crescimento

ANA e AIB, mostrou-se importante principalmente nos tratamentos 7 e 14.

44.2 Experimento.3: Inducio de brotacies de segmentos nodais de quebra-pedra
(Phyllanthus niruri L.)

Os segmentos nodais provenientes de plintulas semeadas in vitro foram inoculados em
meio MS suplementado com BAP ¢ TDZ com a finalidade de induzir multiplas brotagdes.
Interessante que houve em média 100% de formag8o de calos na base dos explantes, mesmo no
meio sem regulador de crescimento (Figura 19). O meio de cultura suplementado com TDZ
induziu maiores formagdes de calos na base dos explantes, ou seja, maiores pesos médios de
matéria seca. Isto pode ser atribuido pelo menos em parte, ao balanco hormonal endogeno
juntamente com o meio MS, que ¢é bastante rico em sais. Normalmente os explantes nio induzem a
formag&o de calos, a ndo ser com a suplementagio de reguladores de crescimento. Silva, Moreno,
e Viana (1996b) trabalhando com a mesma espécie encontraram resultados diferentes, indicando o
meio MS com a concentraggo total dos sais, como um dos methores meios de cultura para inducio
de brotagdes de P. niruri L. Mao et al. (1995), trabalhando com Clerodendrum colebrookianum

Walp., encontrou resultados semelhantes aos obtidos no presente trabatho, no qual os meios
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suplementados com TDZ apds uma semana de incubagdo promoveram excessiva indugio de calos

na base dos explantes.

Houve uma queda generalizada de folhas em todos os tratamentos e presenga de

vitrificagdo no tratamento suplementado com a maior concentra¢do de TDZ.

Esta espécie apresentou multiplicagio na forma de ‘roseta’, ou seja, através de
multiplas brotages, as quais tiveram um bom alongamento. Os melhores resultados em relagio ao
numero de brotagdes ocorreu na concentragdo 0,57 uM de TDZ, com a média de 5,0 brotos por
explante (Figura 19) e uma taxa de multiplicag3o igual a 20. Upreti e Dhar (1996) relatam ser mais
efetiva a concentragéo de 1,0 uM de TDZ na proliferagio da parte aérea de Bauhinia vahlii Wight
& Amott; com 5,55 brotos por explante. Moreno, Matos, e Viana (1996) estudando a espécie P.
carolinensis, sugeriu que o meio de cultura MS suplementado com 0,25 mg/L de BAP foi

adequado na indugd@o de multiplas brotac¢des.
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4.5 CONCLUSOES

Visualizando os resultados dos trés experimentos pode-se concluir que:

a)
b)

d)

A luz foi mais eficiente na indugdo de calos.

Os reguladores de crescimento ANA (1,34 uM) e AIB (4,92 e 2,46 uM) foram os
mais efetivos na indugdo de calos.

Dos calos induzidos em meio acrescido de diferentes reguladores de crescimento,
aqueles onde utilizou-se 0 TDZ, em especial na concentragdo de 4,54 uM, foram
os que deram melhores resultados quando repicados para meio suplementado com
ANA e AIB.

A interagio entre AIB e ANA mostrou, em geral, efeitos sinergisticos na induggo
de calos. Neste experimento confirmou-se os resultados obtidos do primeiro
experimento de indug3o de calos em meio suplementado com trés concentragdes
de quatro reguladores de crescimento e ambientes de cultivo, sendo o AIB (4,92
MM de AIB - 1° exp., € 4,92 pM de AIB e 0,0 uM de ANA - 2° exp.) o melhor
regulador de crescimento.

O maior nimero de brotagdes ocorreu na concentragio 0,57 uM de TDZ em
média com 5,0 brotos por explante e taxa de multiplicagdo igual a 20; na forma de
roseta com brotagdes alongadas. Porém a concentragdo dos sais do meio de
cultura MS foi considerada inadequada 4 indu¢o de multiplas brotagdes devido a

formagdo excessiva de calos na base dos explantes.
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QUADRO 1A Resumo da anélise de varidncia (Quadrado Médio) para altura de
plantas, nimero de ramos, peso da matéria seca da parte aérea, €
do sistema radicular submetidos a calagem e fertilizagdo
nitrogenada de Phyllanthus niruri L. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fontes de GL Altura N°. Ramos MSPA MSSR

Variacio

Calagem 1 3389.730 * 2172.017 * 1135.734 * 6.6830 *

Nitrogénio 4 79.5656 * 219417 * 11.2701 * 0.0108

Cal. X Nit. 4 120.1117 * 29.8917 * 29.6891 * 0.1075 *

Residuo 50 3.0618 0.8967 0.3281 0.0116

C.V. (%) 5.944 12.825 8.642 15.372

(*) - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

QUADRO 3A Resumo da anélise de varidncia (Quadrado Médio) para
conteudo de macronutrientes na matéria seca da parte aérea
das plantas de Phyllanthus niruri L. submetidas a calagem e
fertilizagdo nitrogenada. UFLA, Lavras - MG, 1997.
ontesde |[GL N P K S Ca Mg
Variacio
Calagem 1 |5049.881%(199.0120% 1972.067* | 88.9781*|3860.041*|198 669+
Nitrogénio | 4 1309 5800%| 3.1115* 45.3841* | 1.1016* | 63.0920* | 2.2130*
Cal XNit- | 4 1312 1420%| 5.5441% | 95.0193% | 2.9603* |110.2661%| 3 8088
Residuo 50 | 25863 | 0.1758 | 1.1243 0.5544 | 1.3206 | 0.1071
C.V. (%) 11344 [17.142 | 9.545 13.731 | 10318 | 15.058

(*) - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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QUADRO 2A Resumo da analise de varidncia (Quadrado Meédio) para teor de nutrientes na matéria seca da parte aérea das
plantas de Phyllanthus niruri L. submetidas a calagem e fertilizagdo nitrogenada. UFLA, Lavras - MG,1997.

Fontes de |GL| p K Ca MG S Fe Mn Zn Cu B
Variacfio

Calagem | 111 1454+ | 0.1918* 1232891 1.7340% | 0.66507 0.0420125273.740261989.04317360.14| 71.1989% | 953 2435+
Nitrogénio | 4 13 4421+ | 0.0032* [0.5054* 0.1007+ | 0.00167 0.004846451.181 58614.4* 7238 339%| 14.9657+ | 101 8820*
Cal XNt |4 1 0.2494% | 0.0112% [0.26574 0.0120 [0.00364 0.0061%23322.43] 78148 4894405 4107 7.2386* | 79.7720%
Residuo 1301 0.0274 | 0.0013 | 0.0132| 0.0053 | 0.0006| 0.0005|800.8965] 1121.980] 122.1475] 0.4763 | 11.2417
C.V. (%) 7.590 | 11162 | 5.824 | 4.688 | 9.488 | 9482 9818 | 6.595 | 9.842 | 7.668 | 7.428

(*) - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

9
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QUADRO 4A Resumo da analise de varidncia (Quadrado Médio) para nimero de
raiz > 5 mm, peso da matéria seca do sistema radicular (MSSR),
nimero de brotagdes > 5 mm, e peso da matéria seca das brotagdes
(MSB) das microestacas de Phyllanthus corcovadensis Muell Arg.,

submetidas ao enraizamento “in vivo”. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fontes de Variacao| G | Numero de Peso da Numero de Peso da
L Raiz MSSR Brotacdes MSB
Epoca de Av. 1 4.1344* 0.0283* 2.0795* 0.0913*
Conc. AIB 5 0.7969* 0.0086* 0.2855* 0.0172*
Ep. Av. x Conc. AIB| 5 1.0719* 0.0016 0.2159* 0.0089*
Residuo 48 0.1875 0.1713 0.02712 0.3400
C.V. (%) 28.16 40.35 49.08 32.82

(*) - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

QUADRO S5A Resumo da anilise de varidncia (Quadrado Médio) peso da matéria fresca
dos calos (PMFC) e peso da matéria seca dos calos (PMSC) dos segmentos
internodais de Phyllanthus niruri L., submetidos a dois ambientes, e quatro
reguladores de crescimento e trés niveis cada. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fontes de GL (PMFC) (PMSC)

Variacio

Reg. De Cresc. 12 1,13339* 0,00477*

Ambiente 1 21,88549* 0,08891*

Reg. X Ambiente 12 0,43015% 0,00173*

Residuo 234 0,00467 0,00003

C.V. (%) 14,38 18,92

(*) - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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QUADRO 6A Resumo da anilise de varidncia (Quadrado Médio) peso da matéria

fresca dos calos (PMFC) e peso da matéria seca dos calos (PMSC)
dos segmentos internodais de Phyllanthus niruri L., submetidos dois
reguladores de crescimento e quatro niveis cada. UFLA, Lavras -

MG, 1997.

Fontes de GL (PMFC) (PMSCO)
Variacio

AIB 3 7,60936* 0,04023*
ANA 3 0,62771* 0,01640
AIB x ANA 9 0,86874* 0,01030%
Residuo 64 0,03315 0,00714
C.V. (%) 15,06 34.46

(*) - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

QUADRO 7A Resumo da anilise de varidncia (Quadrado Médio) do niimero de

brotagdes, peso da matéria seca das brotagdes (PMFB) e peso da
matéria seca dos calos (PMSC) dos segmentos nodais de
Phyllanthus niruri L., submetidos dois reguladores de crescimento

e quatro niveis cada. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Fontes de GL N. Brotacgoes (PMSB) (PMSC)
Variacio

Reg. De Cresc. 8 8,9685* 0,0007* 0,0228+*
Residuo 126 1,3291 0,00002 0,00008
C.V. (%) 32,36 22,00 16,42

(*) - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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